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RÉSUMÉ
Les papillomavirus humains (VPH) à haut risque sont les agents étiologiques du
cancer du col de l’utérus et peuvent causer des dysplasies sévères des tissus
épithéliaux du col. Une étude préliminaire réalisée en 2004 dans notre laboratoire
portait sur le polymorphisme du VPH-33 et décrivait des variantes de E6, 17 et du
LCR (long control region), incluant une délétion de 7$ pb. Cette délétion a été
associée avec la persistance de l’infection au VPH. Dans la présente étude, nous avons
analysé 89 spécimens provenant de femmes participant à quatre études internationales
regroupant 5344 femmes, et infectées par le VPH-33. Des spécimens génitaux de ces
patientes ont été analysés par PCR-séquençage au niveau du LCR. de 16, 17 et E2
dont la région charnière se chevauche avec E4. Au terme de cette étude, nous avons
décrit 7, 4, 4, 15 et 9 nouvelles variantes pour le LCR, 16. E7, F2 et E4,
respectivement. De ces variantes, nous avons dérivé 25 nouvelles variantes SK
incluant le prototype, qui résultaient de la combinaison des variantes individuelles du
LCR. de E6 et 17. Une variante SK7 (33LCR-12, prototypique pour E6 et E7) a été
associée avec les lésions intraépithéliales squameuses de haut grade (HSILs) avec un
ratio de cote de 3.0. La variante SK9 était plus fréquente au Brésil qu’au Canada.
Cependant, le polymorphisme de 12 n’a pas été associé avec l’ethnicité ou les HSILs.
Mots-clés virus du papillome humain, polymorphisme, lésions intraépithétiales
squameuses de haut grade, PCR.
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ABSTRACT
It is now well established that cervical infection with high-risk human
papillomavirus (HPV) types is a necessary cause for cancer of the uterine cervix and that
they can cause severe cervical dysplasia that could eventually evolve into cervical
cancer. In 2004, an extensive study investigated the polymorphism of HPV-33 F6, E7
and has associated a 78 bp deletion localized into the long control region (LCR) with the
persistence of HPV-33 infection. In the present study, we analyzed cervical cytobrush
samples that were obtained from 89 women selected from 5344 subjects participating in
four epiderniological studies who had tested positive for HPV-33. Eacli one of these
specimens was tested for molecular variants by PCR-sequencing ofthe LCR. E6, E7 and
E2, including F4 gene. We describe, here, 7, 4, 4, 15 and 9 LCR, F6, E7, E2 and E4 new
variants respectively. from these variants, we identified 25 new SK variants including
the prototype. obtained by combining variations in ah three regions of HPV-33 genome,
LCR. E6 and E7. The SK7 variant (33-LCR-12, E6 and F7 prototypic) lias been
associated witli high-grade squamous intraepithelial lesions (HSIL) (relative risk of 3.0).
The SK9 variant was statistically more present in Brazil tlian in Canada. However, none
of the the F6, F7, F2, E4 regions polymorphism were associated to age, ethnicity or
HSILs.
Mots-clés: Human Papillomavirus, polymorphism, high-grade squamous
intraepithelial lesïons, PCR.
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REVUE DE LITTÉRATURE
2INTRODUCTION
Il est maintenant clairement établi que le VPH est l’agent étiologique du cancer du col
de l’utérus où il est impliqué dans 99,7 % des cas (Durst et aï.. 1983; Boshart et aï., 1984;
Gissmann et aï., 1984; zur Hausen et aÏ., 1991; Judson, 1992; Eluf-Neto et aÏ., 1994; Munoz
et aÏ., 1992; Bosch et aÏ., 1995; IARC, 1995; Walboomers et aÏ., 1999; Bosch et Munoz,
2002a; Bosch et al., 2002b; Clifford et al., 2003a et 2003b; Munoz et al., 2003; Bosch et al.,
2003).
Mondialement, le cancer du col utérin est classé comme étant le sixième en importance
et le troisième cancer le plus commun chez les femmes. Chaque année, 510 000 nouveaux cas
de cancer du col de l’utérus sont diagnostiqués à travers le monde parmi lesquels on compte
28$ 000 décès. Parmi ces décès, 80% surviennent dans les pays en développement, en
particulier dans les régions les plus pauvres d’Asie du Sud, d’Afrique Subsaharienne et
d’Amérique latine, où le cancer du col utérin représente 24% de tous les cancers des femmes
(Organisation mondiale de la santé, 2006 ; Cancer Research UK, 2006).
L’infection aux VPHs constitue l’infection sexuellement transmissible la plus commune
dans le monde, et survient au moins une fois chez plus de 75% des femmes sexuellement
actives (Koutsy et al., 1992). À ce jour, plus de 120 types de VPHs ont été identifiés chez
l’humain, dont le tiers a été séquencé (de Villiers et al., 2004).
Les manifestations cliniques des infections au VPH incluent les lésions
hyperprolifératives bénignes telles que les verrues, papillomes ou condylomes, les cancers
ano-génitaux et les stades intermédiaires de lésions intraépithéliales de bas et de haut grade.
Malgré l’incidence élevée des infections au VPH chez les jeunes femmes, seule une minorité
des femmes infectées développeront une infection persistante qui pourra éventuellement
évoluer vers des lésions squameuses intraépithéliales de haut grade. Cette persistance de
l’infection constitue le marqueur le plus important pour le développement de SILs et du
cancer (Aho et aÏ.. 2004).
3Parmi les types de VPHs, il est possible de caractériser des variantes moléculaires par
l’analyse de leur polymorphisme génomique en les comparant au génome du prototype.
Dans cette étude, nous évaluerons si certaines variantes moléculaires du VPH de type 33
sont associées aux lésions de haut grade (HSILs). Une telle hypothèse fait actuellement l’objet
de débats, bien que certaines études ont démontré que les variantes non prototypiques du
VPH-16 confèrent un risque plus élevé pour le développement de lésions cervicales ou du
cancer du col utérin que le prototype, comme il sera discuté plus loin dans la section
«variantes moléculaires et facteurs de risque». Dans cette étude, nous caractériserons des
variantes moléculaires par l’analyse des régions du LCR, de E6, F7 et E2 (incluant E4) du
VPH-33.
41)Le virus du papittome humain
À ce jour, les PVs constituent un groupe très diversifié de virus et ont été identifiés
comme infectant des reptiles, des oiseaux et plus d’une vingtaine d’espèces de mammifères
différentes. Compte tenu de leur importance clinique, les VPHs ont été les plus étudiés par
rapport aux autres PVs et plus de 100 types différents ont été identifiés à ce jour, parmi
lesquels 40 infectent le tractus anogénital (zur Hausen, 1996). Parmi ces VPHs identifiés, 13
types ont été classés comme étant à haut risque pour le développement du cancer du col
utérin, 3 ont été classés comme étant à risque intermédiaire, 11 comme étant à faible risque et
3 dont le risque demeure à définir (Munoz, 2003; IARC, sous presse 2006).
Les types de VPHs transmis sexuellement sont regroupés au sein d’un groupe appelé le
supergroupe A, également connu sous le terme d’Alpha-papillomavirus (Myers et al., 1994;
de Villiers, 2004). Les virus de ce groupe sont des pathogènes sexuellement transmissibles
qui semblent affecter 1% de la population sexuellement active. Ces virus peuvent également
infecter des sites oraux mais ceux-ci sont généralement associés à des papillomes bénins.
Pour leur part, les VPHs à haut risque du supergroupe A, comme le VPH-16 et le VPH-1$
causent l’apparition de lésions mucosales qui peuvent progresser chez certains individus pour
induire des néoplasmes de haut grade et le cancer du col de l’utérus. (Walboomers et aï.,
1999; Bosch et al., 2002).
1.1. Historique
La nature virale des verrues chez l’homme fut déterminée au cours des années ‘$0 par
Ciuffo, qui démontra la transmission des verrues communes en utilisant des filtres
acellulaires. Le premier PV fut décrit par Richard Shope en 1933, lorsqu’il identifia un
papillomavirus (CRPV) comme agent étiologique de la papillomatose cutanée chez le lapin
(White, Livanos et Tlsty, 1994). En effet, ce dernier réussit à reproduire un papillome cutané
5chez un lapin domestique sain en l’infectant de virus prélevé à partir du papillome d’un autre
lapin infecté. Ce papillome évolua potir entraîner l’apparition de carcinomes dans la majorité
des cas. L’invention du microscope électronique permit par la suite la description de la
morphologie des virions. La caractérisation plus spécifique des PVs ne pouvait toutefois pas
aller plus loin du fait de l’absence de modèle de culture permettant leur propagation dans des
tissus. Ce n’est que vers la fin des années ‘70 que le premier génome du PV fut cloné dans des
bactéries et que les chercheurs ont finalement réussi à mettre au point des techniques leur
permettant d’étudier la biologie moléculaire de ce groupe de virus et de constater la
multiplicité des VPHs (Howes et al., 1994). Au cours des années ‘$0. le développement des
expériences de transformation in vitro ont finalement permis l’analyse des fonctions virales
impliquées dans l’activation de la prolifération cellulaire.
1.2. Classification
À l’origine, les papillomavirus étaient initialement regroupés avec les polyomavirus
formant la famille des papovavirus. Le terme «papovavirus» est dérivé du ppillomavirus du
lapin, pQiyomavirus murin et du virus simien vacuolé (SV4O). Ces trois virus partagent des
propriétés communes comme leur petite taille et l’absence d’enveloppe, possèdent une
capside icosahédrique et de l’ADN circulaire double brin, et se multiplient dans le noyau de
la cellule hôte.
Des études plus récentes sur l’organisation biologique et génomique des
papillomavirus et des polyomavinis ont mené à considérer ces deux familles comme deux
sous-groupes différents de la famille des papovavirus. En 1980, des études de leurs
séquences et de leurs fonctions ont indiqué que les similarités entre ces deux groupes de virus
étaient trop superficielles pour établir une relation taxonomique entre les deux (Danos et aï.,
1982). En effet. ils différaient par leurs tailles et par le fait que la transcription des
polyomavirus s’effectue au niveau des deux brins, alors que celle des papillomavirus n’a lieu
que sur un seul brin. Enfin, ils se distinguaient par une dernière propriété qui est aussi la plus
6importante, le fait qu’ils ne partagent aucune similarité au niveau de leur séquence
nucléotidique et de leur séquence d’acides aminés à l’exception d’un petit segment,
l’antigène T chez les polyomavirus homologue au gène El chez les papillomavirus (Rebrikov
et al., 2002). Comme les classifications taxonomiques doivent permettre de refléter une
relation naturelle entre les membres d’une même famille, il a été conclu que les deux groupes
de virus formeraient deux familles séparées. II est à noter que ce n’est que récemment que la
famille des «papillomavirus» (papillomavirinae) a été officiellement reconnue par le Conseil
International de la Taxonomie des Virus (ICTV) (Bernard, 2004). En ce qui concerne la
classification des VPHs, depuis 1995, la Conférence Annuelle du Papillomavirus qui s’est
tenue à Québec, a décrété que pour qu’un nouveau type de VPH soit reconnu, sa séquence
nucléotidique doit diverger d’au moins 10% au niveau du gène Li par rapport aux autres
types préalablement caractérisés (de Villiers et aÏ., 2004).
1.3. Structure du virion
.t.
Figure] Structure de la capside icosaédrique des VPHs. Elle estformée des protéines
majeure L] et mineure L2.
7Figure 2. Organisation génomique des VPHs. On distingue trois régions distribuées sur une
longueur d’environ 8 Kb. la région régulatrice du LCR contenant les principaux sites de
liaison aux facteurs de transcription et de réplication, huit gènes précoces, numérotés de E]
à E8, Fi, E2, E, E5, E6 et E7 étant impliqués dans la transactivation de la transcription, la
maturation du virus, la transformation et la réplication. et enfin deux cadres de lecture
tardifs responsables de la formation de la capside (Li, L2). Les oncoprotéines E6 et E7
forment des complexes avec les sïippresseurs de tumeurs de l ‘hôte (p53 et pRb) et inactivent
leurs fonctions, menant à Ï ‘altération dii contrôle du cycle cellulaire.
Les papillornavirus sont de petites particules d’environ 52 à 55 nrn de diamètre, non
enveloppées, qui possèdent une capside icosaédrique (Fig. 1). Le virion contient une
molécule d’ADN à double brin circulaire «environ 8,000 ph. Cet ADN est contenu dans une
capside tapissée de protéines et composée de 72 capsomères. Elle est formée de deux
protéines structurales, la protéine majeure LI avec un poids moléculaire d’environ 55 kD qui
représente 20% de la capside. ainsi qu’une protéine mineure L2 «environ 70 kD. L’analyse
des protéines virales révèle que l’ADN viral est associé à des histones cellulaires, formant un
complexe similaire à celui constitué par la chromatine et les histones (fields, p. 2947).
1.4. Organisation génomique
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$L’organisation génomique des papillomavirus est très similaire parmi les différents
types. Des analyses d’ARNm encodés par les papillomavirus ont également révélé qu’un
seul brin sert de matrice pour la transcription du génome viral. Le génome du papillomavirus
peut se subdiviser en trois régions principales : une région codante «précoce» E pour early
et «tardive» L pour late comportant dix cadres de lecture classifiés E ou L dépendamment de
leur position dans le génome, et une région non codante appelée LCR (long control region)
d’environ 1 Kb. Un nombre est attribué aux gènes E et L selon leur taille dans un ordre
décroissant. Ainsi, la protéine El sera plus grosse que E2, elle-même de taille plus
importante que celle de F3 et ainsi de suite (Fig. 2). La position, la taille et la fonction de
plusieurs ORFs sont conservées parmi les différentes espèces de PVs.
Au niveau de la région précoce, Le gène El code pour la plus grosse protéine des
VPHs et agit comme une ATPase et une hélicase ADN-dépendante et comme facteur
d’élongation lorsqu’il forme un complexe de réplication avec la protéine E2 (Hughes et
Romanos, 1993; Loo et Melendy, 2004).
E2, pour sa part, dont le rôle sera décrit plus en détail dans la section «3.3», code pour
un modulateur de transcription possédant un site de liaison sur l’origine de réplication et peut
se retrouver sous deux formes. En effet, lorsque la protéine F2 se trouve sous la forme
complète E2TA, elle agit comme transactivateur sur le promoteur p97 du VPH-16, et
lorsqu’elle se trouve sous la forme tronquée E2TR, elle agit comme un répresseur en
inhibant la liaison de E2TA à son promoteur par compétition au niveau de son site de liaison
(Shwarz et al., 1985; Goodwin et Dimaio, 2000).
Le gène F4 encode une protéine dont le rôle est de favoriser la libération des virions en
se liant aux filaments intermédiaires via son extrémité C-terminale en synergie avec la
protéine El (Doorbar, 1991).
Le gène F5 encode une petite protéine hydrophobe retrouvée au niveau des
compartiments membranaires, incluant l’appareil de Golgi. Elle joue un rôle au niveau de la
stimulation de la croissance des cellules infectées par le VPH de manière précoce et ce, en
interagissant avec des protéines cellulaires, comme le récepteur du facteur de croissance
EGF (EGFR), un mitogène primaire essentiel des kératinocytes (Reinwald et Green, 1977).
ES intervient également au niveau de l’altération de la réponse cellulaire aux signaux de
9croissance et de différenciation (Horwitz, 1982; Martin et al., 1929; Chen et Mounts, 1990;
Cohen et al., 1990; Goldstein et aÏ., 1995).
Les protéines E6 et E7 sont deux oncoprotéines responsables de la transformation des
cellules en interférant avec l’action des suppresseurs de tumeur cellulaires p53 et pRb,
respectivement. Leur mécanisme d’action sera également décrit de manière plus approfondie
dans la section «Rôle de E2 et des oncoprotéines virales F6 et F7 dans le cycle d’infection
des VPHs à haut risque».
En ce qui a trait aux protéines E3 et E8, très peu d’information est connue à ce jour.
Enfin, pour ce qui est des protéines tardives structurales encodées par la région L, on
retrouve la protéine majeure de la capside Li qui est impliquée dans la formation des
particules virales et la protéine mineure L2 qui intervient au niveau de l’empaquetage de
l’ADN viral (Christensen et al., 1994; Le Cann et aÏ., 1994).
Enfin, le LCR est la région la moins conservée parmi les PVs, n’encode pas de
protéines, et contient des sites de liaison pour des facteurs de transcription cellulaires et pour
des protéines virales, comme F2, les promoteurs précoces ainsi que l’origine de réplication
de l’ADN viral (Thierry et Yaniv, 1987; Garcia-Carranca et aï., 1988; O’Connor et al.,
1996).
1.5. Tropisme cellulaire
Les VPHs possèdent non seulement une grande spécificité pour l’hôte qu’ils infectent
mais également un tropisme particulier pour les cellules de cet hôte. En effet, aucun exemple
de transmission naturelle du VPH d’une espèce à l’autre n’a été décrit jusqu’à ce jour. Les
VPHs n’infectent que les cellules épithéliales squameuses de la peau ou des muqueuses
générant, dans la majorité des cas, des tumeurs épithéliales bénignes. Le tropisme cellulaire
des VPHs s’explique par la restriction aux kératinocytes terminaux différenciés, des
fonctions de la réplication virale comme la synthèse de l’ADN végétatif viral, la production
des protéines de la capside virale et l’assemblage des virions (Roden et aÏ., 1994).
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Cela étant dit, les VPHs semblent avoir une préférence pour la peau ou les muqueuses
dépendamment de leur type. Par exemple, le VPH-1 1 infecte moins fréquemment
l’épithélium cutané que l’épithélium des muqueuses génitales ou du tractus respiratoire
(Krider et al., 1987).
1.6. Cycle de réplication:
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Figure 3: Organisation du cycle de vie du VPH-]6 durant une infection productive par des
types de VPH appartenant au supergroupe A. (A) Illustration d’un épithélium squameux
infecté par te VPH-]6 et du patron d’expression des gènes exprimés au fur et à mesttre que
les cellules migrent vers la surface de l’épithélium. (B) Schéma des différentes étapes dtt
cycle de réplication des VPHs. Les cellules présentes dans la partie inférieure de
1 ‘épithélium sont en phase S et sont celles où se produit / ‘amplification dit génome viral.
Le cycle de réplication du VPH est étroitement associé au programme de
différenciation des cellules épithéliales qu’il infecte. La première étape nécessaire pour
l’établissement du VPH dans les cellules de l’hôte, est l’infection suivie de la décapsidation.
L’intégrine alpha-6 est soupçonnée d’être le récepteur à la surface des cellules épithéliales
basales de la protéine Li de la capside et semble être requise pour l’entrée du virus dans la
cellule (Evander et ai., 1997). fi a été suggéré que pour qu’une lésion persiste, le virus doit
infecter les cellules souches basales épithéliales (Egawa, 2003). D’autres études ont suggéré
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que cette étape se faisait en présence du sulphate d’héparine, ce qui suggère que les PVs
peuvent, comme c’est le cas pour le VIH, utiliser un récepteur et un corécepteur pour
pénétrer dans la cellule (Giroglou et aï., 2001). Des études plus récentes ont révélé qu’en fait,
le virus attaché était internalisé par endocytose dans des vésicules tapissées de clathrines,
processus qui dure pendant plusieurs heures (Culp et Christensen, 2004).
La décapsidation du virus semble être facilitée par la perturbation des ponts disulfures
intracapsomériques, permettant au génome viral d’être transporté jusqu’au noyau. Après
l’infection, il semblerait que le virus maintienne son génome à un faible nombre de copies
(10-200 par cellule) sous forme d’épisomes au niveau des cellules basales de l’épithélium
(De Geest et al., 1993).
Parallèlement, les protéines El et E2 sont exprimées à un faible niveau permettant le
maintien de l’ADN viral sous forme épisomale et facilitant une ségrégation appropriée des
génomes durant la division cellulaire. En 198$, Crum et ses collègues ont suggéré que les
protéines oncogènes E6 et E7 sont également exprimées au niveau des cellules basales mais
cela n’a pas encore été démontré.
Normalement, lorsqu’un épithélium n’est pas infecté par le VPH, les cellules basales
terminent leur cycle cellulaire après avoir migré vers les couches suprabasales de
l’épithélium où elles subissent un processus de différenciation. Durant l’infection par les
PVs, les protéines E6 et E7 sont exprimées au niveau de ces cellules, et agissent de manière à
déréguler le cycle cellulaire via des mécanismes qui seront discutés dans la section «3.3», ce
qui résulte en un retard de la différenciation des cellules. Les PVs forcent donc la cellule à se
multiplier plutôt qu’à se différencier.
Dans l’étape suivante, les PVs doivent amplifier leur génome et l’empaqueter dans la
capside afin de produire des particules virales infectieuses. Cela se produit soit au milieu, soit
au niveau de la couche épithéliale externe. Ce processus coïncide avec l’activation du
promoteur tardif qui enclenche l’expression des protéines impliquées dans la réplication du
génome (Middleton et al., 2003). L’amplification du génome viral débute dans les cellules
épithéliales en division et requiert l’expression des gènes précoces, incluant E4 et E5, dont le
rôle demeure encore inconnu à ce stade du cycle. La liaison de E2 à l’origine de réplication
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située dans la région du LCR permet le recrutement de la protéine El, dotée d’une activité
hélicase, et ces deux protéines forment un complexe permettant la réplication de l’ADN viral.
Au cours de l’infection virale, le niveau des différentes protéines virales est contrôlé
par l’activité du promoteur, par la sélection différentielle du site d’épissage et une
augmentation des concentrations de E 1 et E2 permettant une augmentation du nombre de
copies du virus au niveau des couches supérieures.
Enfin, pour permettre la libération des virions, les protéines Li et L2 sont exprimées,
ce qui favorise l’assemblage des particules infectieuses au niveau de la couche externe de
l’épithélium (Doorbar, 2005).
Pour les PVs, il existe deux modes de réplication de l’ADN viral. Le premier survient
dans les cellules de la couche basale de l’épiderme (incluant les cellules souches basales, les
fibroblastes dermaux, etc.). Dans ces cellules, l’ADN viral est maintenu sous forme de
plasmide multicopie stable. Le génome viral se réplique en moyenne une fois par cellule
durant la phase S, simultanément avec le chromosome de la cellule hôte.
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Figure 4: Cycle de vie du VPH La première étape de l ‘inftction est son attachement (1) via
un récepteur soupçonné d ‘être 1 ‘intégrine alpha-6 ou le suÏphate d ‘héparine. Par ailleurs, le
virus est internalisé par endocytose (2), et est transÏoqué dans le noyau où débute la
transcription des gènes précoces (3). Ces derniers sont traduits en protéines précoces dans le
cytoplasme (4) de la cellule et possèdent un signal de localisation nucléaire leur permettant
de retourner dans le noyau pour transcrire les promoteurs tardifs (5). Les gènes tardifs ainsi
exprimés dans le noyau, traduits dans le cytoplasme en protéines L] et L2 (6) qui retournent
au noyau (7) où elles seront assemblées en capside virale, forment une particule virale après
qu ‘elle ait incorporé Ï ‘ADN viral prête à être relarguées (8) pour aller infecter les cellules
avoisinantes.
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Les épisomes viraux se répartissent également dans les cellules filles. Ce premier mode de
réplication assure l’établissement d’une infection persistante au niveau des cellules souches
basales de l’épiderme. Le second mode de réplication de l’ADN est la réplication végétative
et survient au niveau des cellules épithéliales plus différenciées. Dans les cellules épithéliales
squameuses, où a lieu la synthèse de l’ADN cellulaire, on observe également une synthèse
d’ADN viral explosive, générant des génomes empaquetés et donnant naissance à des virions
infectieux (de Villier et al., 1992).
F2)Epidémiolojiie:
Le VPH est une infection très commune, bien que la plupart des individus infectés
éliminent le virus sans même développer de symptôme clinique. Cependant, une minorité des
femmes infectées développent un cancer du col. Une infection par un VPH à haut risque va
favoriser le développement d’un tel cancer. En effet, les types de VPHs se divisent en deux
catégories principales, ceux qui sont à haut risque (VPH-HR), associés au cancer du col et
ceux considérés à faible risque (VPH-LR) qui ne sont pas associés avec des lésions
cancéreuses. Ainsi, plus de 40 types de VPHs infectent le tractus anogénital humain (zur
Hausen, 1996), dont près de 13 d’entre eux possèdent un potentiel oncogénique plus marqué
par rapport aux types à faible risque.
Le cancer du col se classe au 12eme rang des cancers les plus fréquemment
diagnostiqués parmi les canadiennes, tous âges confondus; par contre, il se classe 3ème chez
les femmes de 20 à 34 ans et de 35 à 49 ans (Agence de Santé Publique du Canada, 2002).
Près de 80% des femmes sexuellement actives développeront un jour l’infection au
VPH (Groopman, 1999), ce qui en fait l’infection sexuellement transmissible la plus
commune dans le monde. Dans le monde, on estime que la prévalence de l’infection par le
VPH chez les femmes atteint entre 2% à 44% (Bosch et de Sanjose, 2003). Cette vaste
variation de prévalence s’explique en partie par les différences d’âge des populations étudiées
et par la sensibilité variable des tests utilisés pour la détection des infections au VPH.
Le VPH-16 est l’un des types les plus fréquents chez les femmes ayant une cytologie
normale mais constitue également le type le plus fréquemment isolé des cas de cancers du col
utérin (franco et aÏ., 1999; Woodman et aÏ., 2001; Munoz et aÏ., 2003). D’un point de vue des
prévisions statistiques, il semblerait que sur 1 million de femmes, 10% d’entre elles
développeront des lésions précancéreuses au niveau de leurs tissus cervicaux. Parmi ces 10%,
8000 développeront un carcinome in situ et 1600 développeront un cancer invasif, à moins
que les lésions ne soient détectées et traitées assez tôt (Mclntosh, 2000).
La plupart des études ont révélé qu’une infection au VPH génital dure en général de 4 à
20 mois. Toutefois, 10 à 60% des femmes demeureront infectées avec le même type pendant
plus d’une année. La plupart des études indiquent, cependant, que moins de la moitié des
femmes continueront à être infectées avec le VPH après 12 mois. Des études ont démontré
que les VPH-HR semblent persister plus longtemps que les VPH-LR (Franco et al., 2003).
Alors que la plupart des études confirment cette idée de diminution de la prévalence de
l’infection avec l’âge, d’autres ont démontré un pic de la prévalence des infections au VPH
chez les femmes de moins de 25 ans, une diminution chez les femmes de 35 à 54 ans et un
second pic chez les femmes ayant plus de 55 ans (Herrero et al., 2000). Ce dernier pic chez
les femmes plus âgées peut s’expliquer par la réactivation d’un virus latent ou par un «effet
de cohorte», c’est-à-dire les différences entre cohortes pour un âge donné, mais cela demeure
hypothétique. Lorsque l’on observe la tendance temporelle des infections au VPH aux États-
unis, on remarque que la prévalence du VPH-16 parmi les femmes âgées entre 23 et 31 ans a
augmenté de 17% entre 1983 et 1985 et de 24% entre 1995 et 1997 (Baseman et Koutsy,
2005).
Une étude longitudinale conduite entre 1993 et 1999, portait sur l’analyse de l’histoire
naturelle des infections au VPH et des néoplasies cervicales chez 1611 femmes résidant dans
la ville de Sao Paulo au Brésil. Les résultats ont ainsi permis d’établir une association claire
entre les infections au VPH persistantes et l’incidence des SIL (lésions squameuses
intraépithéliales, plus particulièrement pour les types 16 et 1$ (Schlecht et al., 2003). Une
autre étude a indiqué que 16 000 nouveaux cas étaient dénombrés chaque année au Brésil, ce
qui place le CC en deuxième place chez les femmes après le cancer du sein (Kalacun et
Bozzetti, 2005). Au Canada, on dénombre 1350 nouveaux cas de CC par an dont 410 décès
(Radio Canada). Il est à noter que très peu de données sont disponibles sur la prévalence du
CC chez les femnies canadiennes et brésiliennes, ce qui dénote un manque évident d’études
épidémiologiques chez ces deux populations.
3)Histoire naturelle de l’infection:
3.1. Pathologies et lésions cervicales associées aux VPHs.
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Figure 5 Histoire naturelle des VFHs-HR.
Les infections au VPH, comme mentionné précédemment, sont le plus souvent
transitoires, ce qui rend l’infection dans la majorité des cas asymptomatique. Nonobstant, il
arrive que l’infection persiste. Cette persistance peut entraîner la formation de lésions du col
dont la gravité relative dépend du degré d’atteinte de l’épithélium squameux.
Les lésions précancéreuses étaient anciennement classées en néoplasie cervicale
intraépithéliale (CIN) de grade I, II ou III correspondant respectivement à une dysplasie
légère, modérée et sévère ou carcinome in situ, mais ce système continue à être utilisé
encore aujourd’hui. Un système de classification établi plus récemment, celui de Bethesda,
permet de catégoriser ces anomalies cytologiques soit de bas grade (L$IL) ou de haut grade
(H$IL) (Reid, 1993). Les L$ILs peuvent progresser en HSILs puis atteindre le stade du
cancer invasif Jusqu’au stade des dysplasies sévères, l’infection peut régresser grâce à la
réponse immunitaire cellulaire de l’hôte. Du point de vue de l’évolution clinique, $0 à 90%
des «précancers», précurseurs des lésions invasives cervicales, prennent naissance au niveau
de la partie exocervicale constituée de cellules tapissant la surface du col et formant la
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«zone de transformation». Cette zone est retrouvée à l’endroit où les cellules de l’endocol
forment une jonction avec l’épithélium stratifié du vagin. La majorité des lésions
cancéreuses du col sont des carcinomes épidermoïdes. Si le cancer du col s’étend, il
atteindra le vagin, l’utérus puis s’étendra latéralement pour ensuite atteindre le système
lymphatique et s’étendre aux ganglions locaux et distants. Le carcinome épidermoïde se
présente habituellement comme une lésion ulcéreuse et se développe généralement à partir
de lésions dyspiasiques préexistantes (Robbins, p. 1049).
Avant d’atteindre l’étape du cancer invasif, les lésions précancéreuses évoluent à travers
plusieurs stades intermédiaires adoptant une morphologie cellulaire typique à chaque stade
(Fig. 6).
Figure 6: Les d[fe’rents stades de progression des lésions squameuses intraépithéliales. À
partir d’un épithélium sain, une infection au VPH peut engendrer une lésion L$IL qui peut
progresser vers des lésions HSILs entraînant ainsi 1 ‘apparition d’un cancer invasif
1$
figure 7 . Histoire naturelle de 1 ‘infection au VPH À partir de l’infection initiale par un type
à haut risque, seule une minorité développera des LSILs dont une infime partie progressera
vers des HSILs et parmi cette minorité, un petit nombre de patientes seulement développeront
un cancer im’asif
La sévérité de la lésion dépend de l’étendue des cellules transformées ayant remplacées
l’épithélium cervical normalement différencié. La plupart des lésions pré-invasives régressent
spontanément et au moins 10 années sont requises pour qu’une lésion CES-I évolue vers un
cancer invasif et près de 15-25% des lésions CIN-3 progressent vers ce stade (Fey et Beal,
2004). D’autres études ont postulé que plusieurs HSILs ne découlaient pas de LSILs mais
résultaient directement des infections par des VPHs oncogéniques à haut risque (Kurman et
Solornon. 1994).
Élimination du VPH
Régression de la
lésion
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3.2. Facteurs de risque:
Il est maintenant établi que le VPH est une cause nécessaire pour le développement du
CC ainsi que son précurseur immédiat. la lésion CIN 3. Une proportion de 60 à 80% des
jeunes femmes infectées par le VPH développe des infections transitoires qui régressent en $
à 14 mois grâce à la réponse immunitaire cellulaire. L’infection à elle seule ne constitue donc
pas un facteur suffisant pour mener au développement de la maladie. Les résultats d’études
cas-contrôles ont suggéré que plusieurs facteurs contribuent activement à l’induction des
lésions précancéreuses et du cancer du col, soit en augmentant la susceptibilité de l’hôte à
l’infection au VPH, résultant de l’altération génétique de la réponse immunitaire anti-VPH,
soit en contribuant au processus carcinogénique à des étapes différentes du mécanisme
d’action des protéines oncogènes du VPH. On peut classer les facteurs de risque en trois
catégories principales : les facteurs de risque viraux, les facteurs de l’hôte et les facteurs de
l’environnement (Ferenczy et Franco, 2002).
3.2.]. facteurs du virus
Les VPHs, rappelons le. ou du moins pour ce qui est des types à haut risque, constituent
le facteur de risque principal du développement du CC. Les types 16 et 18 sont les plus
communément retrouvés dans les cancers invasifs. Contrairement aux VPHs à faible risque,
les VPHs à haut risque induisent le processus de transformation en immortalisant in vitro les
kératinocytes humains par des mécanismes bien précis comme il sera discuté dans la section
«3.3» (Schlegel et al.. 1988). Il est important de noter que l’on retrouve le génome viral dans
toutes les cellules présentes dans les lésions associées aux VPHs où la transcription du
génome est constitutivement active.
La capacité de transformation des VPHs est principalement le résultat de l’activité des
protéines E6 et E7, qui sont constitutivement exprimées dans les cellules cancéreuses du col et
sont transcrites de manière plus marquée au niveau des lésions de haut grade que dans les
lésions de bas grade.
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Un autre phénomène soutenant le fait que le VPH est directement associé aux lésions
précancéreuses et cancéreuses du col est la capacité de certains types à s’intégrer dans le
génome de l’hôte. Ce processus d’intégration est en effet observé dans la plupart des lignées
cellulaires dérivées des lésions de cancers du col de l’utérus. Des études sur le VPH-18 ont
révélé que son génome est toujours intégré dans l’ADN cellulaire (Cullen et aÏ., 1991) alors
que l’ADN du VPH-16 peut aussi bien être intégré (72% des cas) que maintenu sous forme
épisomale (Das et aÏ., 1992). Cette intégration est un phénomène important pour la
transformation cellulaire et l’induction des néoplasies cervicales. Cela est démontré par le fait
que l’intégration de l’ADN viral (préalablement linéarisé) au niveau du génome de l’hôte
résulte souvent en la délétion d’une partie des protéines Fi ou E2. E2, comme il a été
mentionné précédemment dans la section «1.4», peut aussi bien réguler positivement que
négativement la transcription de F6 et E7. L’interruption du gène F2 par l’intégration entraîne
la disparition de E2 qui ne réprime plus le promoteur des gènes E6 et F7 et résulte en une
expression accrue de ces deux oncoprotéines (Ferber et aÏ., 2003; Sathish et al., 2004; Yu et
al., 2005). Cette augmentation du niveau d’expression des oncoprotéines peut également être
due à la stabilisation des ARNm par l’intégration du génome viral (Jeon et Lambert, 1995).
Un autre mécanisme important pour le développement du cancer du col utérin, est la
capacité des VPHs à persister dans les cellules de l’épithélium. Chez la plupart des femmes
infectées par le virus, celui-ci est dit «cliniquement latent» lorsqu’elles ne présentent pas de
symptômes cliniques. La détection de l’ADN du VPH-16 dans les lésions cervicales en
absence de manifestation clinique s’explique par la présence du virus dans quelques cellules
qui soutiennent le cycle d’infection productive au cours de la différentiation des cellules
épithéliales. L’ADN des PVs semble se maintenir au niveau des cellules basales de
l’épithélium et s’activer lorsque le niveau de l’immunosurveillance décline (Zhang et al.,
1999). Le patron de transcription du génome viral dans les cellules basales durant l’infection
latente clinique est similaire à celui présent durant l’infection productive au niveau de ces
mêmes cellules. Il a été suggéré que l’expression latente du génome est restreinte à Fi et F2 et
que l’expression de E6 et E7 n’est pas requise durant cette phase (Zhang et al., 1999).
La charge virale est un autre biomarqueur potentiel permettant d’identifier les sujets qui
sont à risque de développer un cancer. L’association entre la charge virale des VPH-HR et les
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maladies du col est actuellement sous investigation. En 1999, Swan et ses collaborateurs ont
noté une augmentation marquée du nombre de copies d’ADN du VPH-16 avec le degré
d’anomalie de l’épithélium squameux (Swan et cii., 1999). En outre, des études récentes ont
postulé que la charge virale pouvait constituer un facteur prédictif de la progression
néoplasique des lésions associées au VPH et de la persistance de l’infection (Cuzick et aï.,
1997; Ylitalo et aï., 2000: Josefsson et aï.. 2000: Rousseau et aL. 2001; Sherman et ai.,
2003).
Enfin, un dernier biomarqueur de progression peut être le polymorphisme des VPHs. En
effet, il semblerait que certaines variantes moléculaires d’un type de VPH soient plus
agressives que d’autres. Ce thème sera largement approfondi dans la section «4.3».
En son-une, tous ces paramètres, considérés comme étant impliqués dans l’évolution des
lésions vers des stades plus avancés des lésions précancéreuses, sont inter-dépendants. En effet,
il est logique de penser que les VPH-HR possédant des propriétés oncogéniques vont se
retrouver à une plus grande quantité et donc à une charge virale plus importante par cellule, leur
donnant ainsi plus de chance de s’intégrer, de persister plus longtemps et par voie de
conséquence d’exprimer une plus grande quantité d’oncogènes intervenant directement au niveau
de l’induction des néoplasies cervicales. Étant donné que les VPH-HR se multipliaient à une
vitesse plus grande au début de l’évolution, il y a des millénaires de cela, ceux-ci se trouvaient à
être plus susceptibles d’acquérir des mutations et de développer des sous-types de VPH
(variantes moléculaires). Malgré l’association robuste avec le cancer du col de l’utérus, la
majorité des infections au VPH sont transitoires et seule une fraction progresse vers des lésions
pré-invasives et invasives (Wallboomers et ai., 1999). Cela implique que d’autres facteurs
entrent en jeu, prédisposant certaines populations à des infections persistantes pouvant mener au
cancer du col.
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3.2.2. facteurs de l’hôte
La parité est l’un des cofacteurs que l’on peut associer au risque de développement des
lésions précancéreuses, comme l’ont rapporté plusieurs études (Brinton et aï., 1989; Munoz et
aL, 2002). La plupart des études effectuées sur des cohortes de patientes VPH-positives, ont
révélé un risque croissant de développement des HSIL/CC avec le nombre de grossesses. En
effet, il semblerait que les femmes ayant eu au moins 7 grossesses présentent un risque 4 fois
plus élevé que les femmes n’en ayant jamais eues. On a tenté d’expliquer cette association par le
régime alimentaire, les facteurs hormonaux liés à la grossesse, le trauma cervical lié à
l’accouchement, et possiblement par des mécanismes immunitaires (Kjellberg et al., 2000)
L’influence des hormones demeure, toutefois, l’explication la plus plausible du fait des effets de
l’utilisation des contraceptifs oraux, comme il sera discuté dans la section «3.2.3».
Un autre facteur qu’il ne faut pas négliger est la précocité des rapports sexuels. En effet,
il semblerait que plus la première relation sexuelle survient tôt dans la vie d’une jeune femme,
plus elle sera exposée au développement du CC. mais cette hypothèse demeure encore sous
investigation (Boyd et DoIl, 1964; Kanato et Saranrittichai, 2006). On a ainsi suggéré que la
maturité du col pourrait aussi avoir un rôle à jouer dans la progression des lésions. Dans le
même ordre d’idées, il semblerait que l’âge soit un autre facteur de risque important et un
sondage récent conduit dans la province de l’Ontario, indique que les femmes âgées entre 20
et 24 ans présente la plus haute prévalence d’infection au VPH (24%). (Sellors et al., 2000).
D’autres études ont révélé qu’après l’âge de 25 ans, le risque de développement du CC
commence à croître. Après l’âge de 40 ans, ce risque se stabilise mais le risque de décès à
cause de ce type de cancer augmente avec l’âge (National Cancer Institute).
Ce risque peut également être accru par le comportement sexuel du partenaire. En effet,
on a remarqué que la détection de l’ADN des VPIIs au niveau du pénis des hommes était
reliée à un risque accru pour leurs partenaires sexuelles de développer le cancer du col. On a
également observé une forte association entre le nombre de partenaires extra-maritales d’un
homme, particulièrement s’il s’agit de prostituées, et le risque pour son épouse de développer
le cancer (Schiffman et al., 1993).
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Enfin, la séropositivité des femmes constitue également un facteur intervenant dans la
progression des lésions. En effet, les patientes infectées par le VIH semblent être plus à risque
de développer le CC puisqu’elles sont immunodéficientes et qu’elles ne disposent donc pas
d’immunité efficace pour lutter contre les infections au VPH (Kreiss et al., 1992; Marte et aï.,
1992; Ellerbrock et al., 2000).
Le polymorphisme des gènes du HLA peut aussi constituer un facteur de susceptibilité
à l’infection au VPH, différentes variantes ayant été associées avec les Cll et/ou le CC
(Maciag et al., 2000). Ce facteur génétique pourrait affecter l’efficacité des cellules
présentatrices d’antigène pour présenter les antigènes dérivés du virus aux lymphocytes T. Il a
d’ailleurs été établi que les femmes infectées par le VPH possédant l’allèle HLA-II DQw3
étaient plus à risque de développer le CC (Wank et Thomssen, 1991). En outre, une étude
menée chez des patientes africaines a révélé que les femmes possédant l’allèle HLA-DBQ1
étaient également plus susceptibles de développer ce type de cancer (Gregoire et al., 1994),
de même que celles possédant les allêles DQB1*05 et DRB1*15 qui étaient plus exposées à
l’acquisition d’une infection au VPH et au développement des maladies du col (Cuzick et al.,
2000). Parallèlement, il a été énoncé que les individus possédant l’allèle HLA-B7 sont plus à
risque que les individus HLA-B7 négatifs de développer le cancer (Ellis et al., 1997). À
l’inverse, les allèles DRB1*13 semblent conférer une certaine protection contre le
développement du cancer du CC (Sastre-Garau et al., 1996).
D’autres études ont analysé le polymorphisme du suppresseur de tumeur p53, dont
certaines variantes semblaient présenter une moindre affinité pour la protéine oncogène E6,
responsable de sa dégradation via le système ubiquitine-protéasome. Ainsi, les patientes qui
présentaient un p53 homozygote pour l’arginine au codon 72, étaient plus à risque de
développer un CC que celles présentant un p53 hétérozygote arginine/proline au même codon
(Storey et aï., 199$; et aï., 2001; Li et aÏ., 2002). Toutefois, Rosenthal et ses collaborateurs
ont rejeté cette hypothèse car ils n’ont pas réussi à retrouver cette association dans leurs
recherches (Rosenthal et al., 199$).
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3.2.3. Facteurs de 1 ‘environnement
Selon l’Institut National du Cancer, l’un des principaux facteurs exogènes impliqués
dans la progression des néoplasies du col, est l’utilisation des contraceptifs oraux (CO) à long
terme. Des études ont démontré un risque accru du cancer du col avec l’utilisation de CO à
long terme (au delà de 12 ans) (Daling et al., 1996; Lacey et al., 1999). Cela pourrait
s’expliquer par le fait qu’in vitro et in vivo, l’oestradiol et la progestérone stimulent la
croissance des cellules VPH-positives en stimulant l’activité du LCR, résultant en une
surexpression des protéines E6 et E7. D’autre part, cette association avec l’utilisation de CO
pourrait tout simplement être due à une absence de protection lors des rapports sexuels et ainsi
à une exposition accrue au VPH. Il pourrait également s’agir d’un biais de sélection,
considérant que ces femmes doivent probablement procéder à des dépistages plus fréquents
que les autres (Shields et aÏ., 2004). Cette association n’a pas été observée chez les femmes
ayant consommé des CO pendant moins de 5 ans. Au-delà de cette période, le risque de CC
augmente de 4 fois chez les femmes infectées par le VPH. Jusqu’à ce jour, l’association avec
des contraceptifs oraux ou hormonaux n’est pas clairement établie et demeure encore sous-
investigation (Bosch et aÏ., 2002).
Le tabac est reconnu comme jouant le rôle de cofacteur dans le cancer du col de
l’utérus. En effet, le tabagisme semble exercer un impact carcinogène direct sur l’épithélium
squameux à cause des nitrosamines qui y sont retrouvées ainsi que les métabolites de nicotine
retrouvés dans le mucus cervical des fumeurs, d’autant plus que la nicotine semble inhiber in
vitro le processus apoptotique dans les systèmes épithéliaux. Ajoutons à cela que les fumeurs
présentent souvent une carence en folate et en vitamine B, cette déficience pouvant également
jouer un rôle au niveau du développement des dysplasies cervicales (Daling et al., 1996;
Kjellberg et aÏ., 1999).
L’exposition des femmes au Diethylstilbestrol (DES), une hormone oestrogène prescrite
aux femmes enceintes, semble augmenter le risque de développer le CC chez leur fille. C’est
d’ailleurs la raison pour laquelle celle-ci n’est plus prescrite aux États-unis (Hatch et al., 2001).
Le régime alimentaire peut exercer un impact sur les risques de progression des
néoplasies du col utérin. En effet, un régime alimentaire riche en 13-carotène, en agents anti-
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oxydants, en vitamine C, E et, à moindre mesure, en vitamine A, réduit le risque de
développement du CC (Garcia-Closas et al., 2005; Lee et al., 2005).
Le statut socio-économique constitue un autre facteur pouvant intervenir au niveau du
risque de développer le CC. Des études ont démontré que le cancer du col est plus commun
chez les femmes appartenant à une classe sociale défavorisée et chez celles qui ont eu des
relations sexuelles avec plusieurs partenaires (Khan et al., 2005). Néanmoins, il semblerait
que ce soit plutôt l’accès limité aux services de santé adéquats et aux techniques de dépistage
qui pourrait expliquer ce risque accru de HSIL/CC chez cette catégorie de femmes.
f inalement, plusieurs études ont établi une association entre l’infection à Chlamydia
trachornatis et le risque de développer le CC chez les femmes infectées par le VPH (Munoz et
al., 1993; Dillner et al., 1994). Les infections à Trichomonas vaginalis ont également été
associées à un risque accru de développement du CC (Yap et al., 1995). Des études ont
rapporté que des infections chroniques en conjonction avec des infections sexuellement
transmissibles. pourraient provoquer l’inflammation du col de l’utérus résultant en une
altération génotoxique via les métabolites oxydatifs. Cette hypothèse demeure. toutefois, un
sujet de débat au sein de la communauté scientifique.
Depuis l’introduction du test Pap au Canada, le taux de mortalité par CC a diminué
régulièrement et régressé de près de 50% en l’espace de 25 ans. De plus, 1 000 décès par CC
sont évités chaque année grâce à l’amélioration des mesures de lutte et de surveillance.
(Agence de Santé Publique du Canada, 2002).
3.2.4. facteurs tertiaires
Park et ses collaborateurs ont observé des altérations chromosomiques dans 95% des
cancers du col et le chromosome 1 semble être le plus susceptible à celles-ci. L’allélotypage a
montré une perte allélique au niveau du chromosome 5 dans 56% des cancers et dans 21% des
lésions précancéreuses (Park et al., 1995). Des altérations au niveau du chromosome 11 sont
également associées avec une altération des fonctions des gènes codant pour les suppresseurs
de tumeurs (Srivatsan et aÏ.. 2002).
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Pour conclure cette section, il est important de rappeler que, sans la présence d’une
infection aux VPH-HR, les autres cofacteurs discutés ne suffiront pas à mener au
développement du CC et que c’est la combinaison de plusieurs de ces paramètres qui vont
affecter la vitesse de progression des lésions cervicales vers un stade plus avancé de néoplasie.
3.3. Rôle de E2 et des oncoprotéines virales E6 et E7 dans le cycle d’infection des
VPH-HR:
3.3.1. Rôle rnulttfonctionnel et «anti-oncogène» de la protéine E2
La protéine E2 des papillomavirus joue un rôle fondamental dans le cycle viral. En
effet, elle régule l’expression des oncogènes viraux, active la réplication du génome viral en
association avec la protéine El, et exerce une action antiproliférative sur les cellules qui
l’expriment. La protéine E2 est une protéine nucléaire d’environ 45 kD divisée en trois
domaines fonctionnellement distincts (Yaniv et Girl, 1986). Le premier domaine, dit
transactivateur, d’environ 200 acides aminés, est localisé dans la partie amino-terminale de la
protéine et est relativement bien conservé entre les génotypes. Il est responsable de la plupart
des activités de E2, aussi bien pour l’activation de la transcription que pour l’initiation de la
réplication (Bellanger et aÏ., 2001). La région charnière correspond au domaine central de la
protéine E2 qui est très peu structuré et peu conservé parmi les papillomavirus. La troisième
région contient le domaine de dimérisation et de liaison à l’ADN. Elle s’étend sur une
centaine d’acides aminés à l’extrémité C-terminale de la protéine.
La protéine E2 est principalement un FT. Son action sur le contrôle transcriptionnel des
papillomavirus génitaux humains est, avant tout, la répression de l’expression des protéines
précoces (Thierry et Yaniv, 1987; Bernard et aÏ., 1989). La région codant pour la protéine E2
est fréquemnient interrompue par l’intégration du virus dans le génome cellulaire (Schwarz et
al., 1985; Berumen et aÏ., 1994), ce qui favorise la fixation de El sur son site, à l’origine de
réplication. Considérant que la protéine E2 est un répresseur de l’expression des oncogènes
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Figure 8: Rôle de la protéine F2 chez le VPH-]8 et le BPV. Suivant la conformation
tridimensionnelle de E2, celle-ci peut activer la transcription des promoteurs viraux comme
c’est le cas pour le BPV, ou les réprimer comme on l’observe pour le VPH-]8.
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3.3.2. Rôle de la protéine E6 dans le cycle de 1 ‘infection des VPHs
Le cadre de lecture de E6 encode une petite protéine d’environ 150 acides aminés avec
un poids moléculaire d’environ 17 kD, caractérisée par 4 motifs Cys-X-X-Cys capables de
former deux doigts de zinc. Ces motifs seraient impliqués dans le rôle transactivateur de E6
(Desaintes et aÏ., 1992). Le rôle principal de E6 correspond à sa fonction transformante, qui
repose principalement sur son interaction avec l’anti-oncogène p53. Ce dernier constitue la
protéine «suppressive» de tumeur dont le gène est muté dans plus de 50% des cancers connus,
ce qui n’est pas le cas du cancer du col. p53 constitue le principal obstacle à la réplication
virale puisqu’elle peut entraîner l’arrêt du cycle cellulaire ou l’apoptose des cellules infectées
(Wu et Levine, 1994) (Fig. 9).
Dans des cellules normales, p53 contrôle son activité en modulant sa propre
dégradation par un processus qui met en jeu le protéasome par l’entremise de la protéine
ubiquitine-ligase Mdm2. Cependant, sous des conditions de stress, comme lors d’une
infection virale, la voie de dégradation dépendante de Mdm2 est inactive et p53 est stabilisé,
générant ainsi une situation propice à la mort cellulaire et à l’apoptose (Ashcroft et Vousden,
1999). E6 agit donc en altérant la réponse cellulaire médiée par p53 en prévenant l’arrêt de la
croissance et l’entrée en apoptose qu’il induit. Ceci peut ainsi contribuer à l’accumulation des
mutations génomiques dans les kératinocytes infectés.
Pour médier la dégradation du p53, E6 recrute une protéine E3 ubiquitine-ligase, la
protéine E6AP (E6-associated protein) via son domaine N-terminal (Huibregtse et al., 1993).
Le complexe se lie à un groupement ubiquitine d’une enzyme de conjugaison sous la forme
d’un thioester qu’elle transfère directement au substrat cible, le p53. Le complexe ainsi formé
est stable et seule cette structure permettra à E6AP d’initier alors la poly-ubiquitination de
p53 grâce à son domaine C-terminal, HECT (domaine E3-ubiquitine ligase). Cette efficacité
de la dégradation de p53 par E6 dépend essentiellement de la force d’interaction entre E6 et
p53 et donc de la nature de E6. En effet, les protéines E6 des VPH-LR, conservent leur
capacité à lier le domaine central de p53, mais cette affinité est beaucoup plus faible que pour
les VPH-HR, ce qui diminue l’efficacité de la dégradation de p53 (Talis et al., 199$).
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En outre, E6 peut également supprimer l’activation transcriptionnelle des gènes cibles
de p53 (Pim et al., 1994). L’activité télomérase détectée dans les cancers du col utérin résulte
d’une activation par E6, indépendante du p53 (Veldman et al., 2001), et de l’activation
transcriptionnelle par E6 d’un gène encodant la sous-unité catalytique de la télomérase
hTERT (Veldman et aÏ., 2001). En somme, E6 contribue à l’irnmortalisation des cellules
infectées en les forçant à se répliquer et en augmentant leur durée de vie.
E6 intervient également en induisant l’hyperprolifération cellulaire par sa liaison à un
suppresseur de tumeur, E6TP 1 (Song et al., 2000). Il interagit avec des facteurs pro
apoptotiques comme bak dans les kératinocytes différenciés, où ils y sont fortement exprimés
et induiraient l’apoptose de ces cellules (Thomas et Banks, 1998). E6 est également capable
d’inhiber la différenciation terminale des cellules épithéliales qui conduirait à la kératinisation
puis à la mort des cellules, indépendamment du p53 (Pan et Griep, 1995).
Enfin, parmi les nombreux rôles qu’exerce E6, on peut citer son interaction via son
domaine C-terminal avec les protéines PDZ, impliquées dans la formation de canaux
ioniques, la signalisation et l’adhésion cellulaire, nécessaire à la formation des jonctions
adhérentes, et dans la polarité et la prolifération des tissus épithéliaux (Kiyono et aÏ., 1997).
Notons que les lésions de CTN-3 constituent le vrai précurseur du cancer du col utérin.
Ces lésions sont caractérisées par l’intégration du VPH à haut risque, l’aneuploïdie nucléaire,
et par l’instabilité génomique, le tout résultant de l’inactivation des fonctions du p53
(Ferenczy et Franco, 2002).
3.3.3. Rôle de la protéine E7 dans le cycle de Ï ‘infection des VPHs
La protéine E7 est une phosphoprotéine acide composée d’une centaine d’acides aminés
avec un poids moléculaire d’environ 10 kD. Une partie de son extrémité N-terminale partage
une séquence d’homologie avec la protéine E1A des adénovirus et l’antigène T des
polyornavirus, impliquées dans l’altération du contrôle du cycle cellulaire (Vousden et Jat,
1989). À l’extrémité C-terminale, deux domaines de liaison au zinc ont été mis en évidence
sous la forme de deux copies de Cys-X-X-Cys (Mclntyre et al., 1993).
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La perturbation des processus dépendants de E2F, FI cellulaire qui régule l’expression
des facteurs de réplication de l’hôte par F7, s’effectue principalement au niveau de la protéine
du rétinoblastome, pRB. Cette perturbation se traduit par la dégradation de pRB suite à son
interaction avec E7 et par la mise en oeuvre du protéasome. Cela a pour conséquence de
libérer le domaine d’activation transcriptioimelle de l’héterodimère E2F/DP (Bandara et aï.,
1993) et ainsi de permettre l’entrée de la cellule en phase S. F7 a la capacité d’activer
E2F/DP en inactivant p2l°’ et p27<’, inhibiteurs des cdks (Funk et aï., 1997). Les cdks,
complexées avec les cyclines/cdk, sont responsables de la phosphorylation de pRB, ce qui
résulte en la libération des complexes E2F!DP. Ainsi, E2F/DP est converti en activateur
transcriptionnel qui stimule alors l’entrée de la cellule infectée en phase S.
Parmi les autres fonctions de E7 que l’on ne va citer que brièvement, il faut mentionner
la suppression des activités cytostatiques de certaines cytokines comme le TGF-13 et le TNF,
qui rend, par cet effet, les kératinocytes résistants à leurs effets. F7 peut interagir et inactiver
le FT induit par IfN-y, IRF-1, activateur transcriptionnel de l’interféron F3 (Park et aL, 2000) et
peut se lier à l’histone déacétylase Mi213 , le FI MMP2 et AP-1 (Antinore et al., 1996; Brehm
et al., 1999; Luscher-Firzlaff et al., 1999) qui contribuent à la suppression de l’activité
transcriptionnelle d’IRF-l (Park et al., 2000). D’autre part, F7 peut interagir avec IGFBP-3,
une cible transcriptionnelle du p53 qui peut limiter la disponibilité des IGFs (facteurs de
survie cellulaire) en le séquestrant. Finalement, il semblerait que F7 interfère avec des voies
métaboliques fondamentales retrouvées dans un grand nombre de lignées cellulaires dérivées
de cancers, conme la voie impliquant l’enzyme glycolytique pyruvique kinase M2 (Mazurek
et aï., 2001), et semble également interférer avec l’alcalinisation intracellulaire résultant
d’une stimulation de l’échangeur Na+/H+ par F7 (Reshkin et al., 2000).
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Figure 9: Rôle physiologique des suppresseurs de tumeurs p53 et pRb dans ta cellule. pRb
interagit avec le facteur d ‘élongation E2F lorsque la cellule est en phase de repos et s ‘en
dissocie en phase S titi permettant d’aller exercer son action. p53 agit soit eïi induisant
1 ‘apoptose des cellules en arrêt de croissance soit en activant ta protéine p2] qui va inhiber
la phosphorylation du pRb et empêcher son action sur E2F.
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Figure 10: Rôle des oncoprotéines E7 et E6 dans l’inactivation de pRb et p53,
respectivement. E7 agit en séquestrant pRb de manière à ce qu ‘il ne puisse pas aller se lier
au facteur E2F, maintenant ainsi la cellttle en division. F6 de par son association avec E6AP,
lie p53 et cause sa dégradation par ubiquitination, empêchant la cetlttle d’entrer en apoptose
etfavorisant la production d’un maximum de particules virales.
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4) Variantes moléculaires des PYs:
4.1. Phylogénie des VPHs
Grâce à l’émergence des nouveaux outils de la biologie moléculaire ayant permis
l’analyse des séquences nucléotidiques, il a été possible d’étudier le processus d’évolution des
VPHs du point de vue moléculaire et ainsi de comprendre leur phylogénie. Les
papillomavirus constituent une famille de virus très anciens, extrêmement stables, qui ont co
évolué avec leur hôte. En effet, les VPHs sont étiologiquement associés au cancer génital
dont l’origine remonte aux primates pré-humains. La diversité moléculaire des isolats viraux
reflète l’origine africaine et l’expansion de la race humaine à travers le monde (Bernard,
1994).
Cinq branches phylogénétiques distinctes désignées par la lettre E pour Européen, As
pour Asiatique, AA pour asiatique-américain, Afi pour africain 1 et Af2 pour africain 2, ont
été identifiées pour le VPH-16. Cette phylogénie suggérait la co-évolution du virus avec les
peuples des trois races majeures, africaine, caucasienne et en provenance de l’Asie de l’Est.
Le génome des VPHs-16 semble ainsi avoir évolué sur une longue période de temps,
excédant les 200 000 ans, à partir d’un précurseur originaire d’Afrique (Ho et aï., 1991; Chan
et al., 1992; Ho et al., 1993).
À l’origine, un virus constituait un nouveau type lorsque les séquences des gènes E6,
E7 et Li présentaient une homologie inférieure à 90 % avec l’ADN des autres virus. À ce
jour, selon la classification moderne des VPHs, le génotype d’un PV est défini comme un
ADN viral ayant moins de 90% d’homologie de séquence par rapport à un autre génotype de
PV au niveau de la séquence MYO9/MYI 1 du cadre de lecture de LI (Narechania et al.,
2005). Des sous-types, classiquement définis comme des isolats d’un type de papillomavirus
donnant des réactions croisées en hybridation sous des conditions stringentes mais ayant un
profil de digestion par des enzymes de restriction différent de celui du papillomavirus
prototype, sont actuellement reconnus s’ils présentent entre 90 et 92 % d’homologie de
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séquence nucléotidique au niveau du gène Li (Papillomavirus Nomenclature Commette,
1995).
Les sous-types des VPHs sont rarement identifiés. En effet, jusqu’à ce jour, on ne
connaît que 7 types qui ont des sous-types, à savoir les VPH-5 et 8, VPH 34 et 64, VPH-44
et 55 et le VPH-68 (Deau et aÏ., 1991; Deau et al., 1993 Bernard et al., 1994).
Chez l’homme, l’aspect morphologique, l’incidence, la répartition selon l’âge, le mode de
transmission et l’évolution clinique des divers types de papillomes suggéraient que certains
d’entre eux étaient responsables d’entités cliniques distinctes. C’est d’ailleurs à partir de 1977,
que zur Hausen en Allemagne et, indépendamment, Orth et collaborateurs, en France,
démontrent l’existence de différents types de VPHs (zur hausen, 1977; Orth et aL, 1977). Les
nombreux travaux qui suivent confirment la remarquable pluralité des papillomavirus
humains. Ces virus ont ainsi été classés le plus souvent en fonction de leur tropisme tissulaire
et de leur potentiel oncogénique (Walboomers et al., 1999; Swan et al., 1999; Woodman et
al., 2001).
4.2. Définition d’une variante moléculaire
On appelle variante d’un type de VPH donné, tout isolat qui diffère de l’isolat
original, ou prototypique, d’un maximum de 5% au niveau de sa séquence nucléotidique.
Afin d’identifier une variante, il s’agit de séquencer une partie du génome d’un type donné de
VPH, et de la classer sous une variante particulière lorsqu’elle diffère du prototype par au
moins un nucléotide. Cette stratégie a été appliquée à un certain nombre de VPHs de
différents types à partir d’isolats en provenance de plusieurs régions à travers le monde.
Les études de polymorphisme effectuées jusqu’à présent, ont permis de dégager deux
observations principales. D’une part, on a constaté qu’il n’y avait qu’un nombre limité (entre
20 et 100) de variantes communes de chaque type de VPH et d’autre part, que les variantes
démontrent une divergence maximale lorsqu’elles sont échantillonnées chez des patientes
appartenant à des groupes ethniques différents et ayant donc évolué indépendamment, comme
c’est le cas pour les Africains et les Amérindiens. À la lumière de ces deux constats, on peut
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supposer que chaque type de VPH a toujours infecté l’homme et a évolué simultanément avec
les cohortes infectées tout en se répandant à travers le monde (Bemard, 1994). L’idée qu’à
aucun moment dans l’histoire de l’humanité, on a connu une époque où un groupe ethnique n’a
pas été atteint de verrues communes, génitales ou de CC. vient appuyer cette hypothèse.
Des études ont soutenu que les variantes d’un même type de VPH diffèrent
biologiquement et étiologiquement. Ces différences pourraient contribuer à la disparité de
l’incidence du cancer cervical à travers le monde, mais cette question requiert de plus amples
recherches avant de pouvoir confirmer cette hypothèse (Calleja-Macias et aÏ., 2005). Il serait
donc intéressant de se pencher sur des études de polymorphisme permettant d’identifier des
variantes pouvant diverger entre elles par leur potentiel oncogénique et par la persistance de
l’intégration et ainsi envisager des outils diagnostiques permettant l’identification des femmes
à risque et de les traiter avant l’avènement de la maladie.
4.3. Variantes moléculaires et facteurs de risque
Les PV constituent un modèle d’intérêt pour l’étude de l’évolution moléculaire des
virus à ADN à cause du nombre important d’isolats qui présentent une diversité génomique et
une spécificité pour l’hôte et les tissus qu’ils infectent.
Rappelons que le CC est le résultat de l’évolution de différentes lésions au niveau des
kératinocytes des cellules épithéliales du col. De plus, on sait à présent que ce ne sont, fort
heureusement, pas toutes les personnes infectées par un VPH à haut risque qui développeront
ce type de cancer, ce qui suggère que d’autres facteurs doivent probablement contribuer à la
transformation néoplasique des cellules épithéliales infectées par les VPHs (Van Duin, 2000).
Parmi ces facteurs, certaines variantes moléculaires des VPH-HR pourraient être plus aptes à
induire une transformation cellulaire (Koutsky et al., 1997), d’où l’intérêt d’étudier le
polymorphisme des VPHs oncogènes.
La diversité des séquences intra et inter-typiques des VPHs ainsi que le potentiel des
variantes et des sous-types, constituent un outil épidémiologique prometteur quant à la
détermination de la distribution des VPHs et du risque de développement des maladies
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associées à l’infection. Il a donc été suggéré que les variantes naturelles du VPH-16 dans une
population donnée peuvent différer dans leur comportement biologique. En effet, on pourrait
associer certaines variantes à la transmissibilité, à la persistance et à l’oncogénicité d’un type
particulier de VPH et l’identification de telles variantes plus persistantes ou plus
oncogéniques, pourrait permettre la mise au point de tests de dépistage des VPHs.
À ce jour, la plupart des études de polymorphisme des VPHs se rapportent au type 16
étant donné qu’il est le plus prévalent des types génitaux, suivi du VPH-1$, et qu’il est
impliqué dans près de 50% des cas de cancer du col de l’utérus (Lorincz et al., 1992; Iwasawa
et aÏ., 1996). Les variantes du type 16 semblent être stables et le fait d’avoir retrouvé des
variantes identiques chez des individus résidant dans différents pays et n’ayant jamais eu de
contact entre eux vient appuyer cette idée.
Les études de polymorphisme de centaines d’isolats de VPHs provenant de spécimens
cliniques et de lignées cellulaires dérivées du cancer du col ont démontré une diversité intra
typique considérable pour le type 16 (Chan et aÏ., 1992), les types 1$ et 45 (Ong et aÏ., 1993),
et les types 6 et 11 (Heinzel et al., 1995). Ces variantes moléculaires diffèrent entre elles au
niveau de leur séquence génomique de 2% dans la région codante et 5% dans la région non
codante (LCR) du génome viral par rapport au prototype du VPH-16. En comparant des
séquences nucléotidiques, il a été possible de reconstituer la propagation de ces virus au sein
des populations humaines (Bernard et Chan, 1994).
Certaines variantes caractérisées pour le VPH- 16 ont un potentiel oncogénique altéré
($toppler et aÏ., 1996). Toutefois, plusieurs études épidémiologiques ont rejeté cette idée, plus
particulièrement pour les variantes non européennes (Hildesheim et al., 2001), européennes et
asio-américaines (Chaturvedi et al., 2004). En effet, des études portant sur le polymorphisme
des régions du LCR, E6 et Li du VPH-16 ont permis de subdiviser ce type en deux variantes
principales suivant leur distribution géographique, la variante européenne auquel appartient le
prototype VPH-16 et la variante non européenne, comme il a été mentionné précédemment.
Plusieurs études ont rapporté que les variantes NE étaient plus fréquemment associées avec les
lésions ano-cervicales que les variantes E (Calleja-Macias et aÏ., 2004), ce qui pourrait
partiellement expliquer la plus haute fréquence des CC en Amérique du Sud, et d’autres
régions comme l’Afrique et l’Inde. La région du LCR des variantes NE du VPH-16 possède
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une plus grande activité transcriptionnelle que leurs isolats E, ce qui pourrait expliquer
pourquoi seulement une fraction des femmes infectées par le VPH-16 développe des
néoplasies cervicales. Les variations intratypiques du VPH-1 6 pourraient également être
associées à la persistance des infections et pourrait constituer un élément essentiel à la
progression néoplasique. Ainsi, comme mentionné précédemment, la variabilité génomique
des VPHs pourraient permettre le développement de tests diagnostiques et de vaccins
prophylactiques spécifiques aux variantes moléculaires des VPHs avec un haut potentiel de
persistance ou de progression vers un cancer (Ferenczy et Franco, 2002).
Des études de polymorphisme sur le même type, menées dans différentes régions
géographiques dans le monde, ont révélé que la colonisation du nouveau monde par les
européens et les africains correspondait en fait à la distribution des variantes de VPH- 16 sur le
continent américain ( Ho et aÏ., 1993; Calleja-Macias et al., 2005).
D’autre part, Fu Xi et ses collaborateurs ont réalisé une étude pour vérifier s’il y avait
une différence dans le comportement biologique des différentes variantes naturelles du VPH
16. Effectivement, les résultats obtenus suggéraient que les variantes «nonprototypique-like»
(se définissant comme toute variante identique au prototype avec une mutation, tout au plus,
par rapport à ce dernier) conféraient un risque accru de développement des néoplasies
intraépithéliales de type 2 et 3 (CTN2-3 ou HSIL) comparativement aux variantes «prototype
like» (Xi et aÏ., 1997).
Peu de différences nucléotidiques retrouvées pour les variantes des VPHs correspondent
à des changements dans la séquence d’acides aminés. Cependant, le fait d’identifier des
altérations pouvant interférer avec les propriétés fonctionnelles et antigéniques de protéines
virales spécifiques demeure d’un intérêt capital pour le développement d’outils
épidémiologiques. Par exemple, il a été démontré que la variante 114K du VPH-16 était
capable de s’assembler en particules pseudovirales (VLP) à travers un système d’expression
hétérologue mais cette propriété n’a pas été observée pour le VPH-16 prototypique. Cette
différence a été attribuée à un changement de résidu d’acide aminé au niveau du gène Li.
D’autres modifications dans les régions L1/L2 se sont révélées être importantes pour
discriminer entre le potentiel infectieux des différents variantes (Kirnbauer et aÏ., 1992, 1993).
Un vaccin contre cette variante pourrait, sans conteste, contribuer à réduire le risque d’être
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infecté par une telle variante. D’autres études qui seront discutées dans les prochaines pages,
souligneront l’intérêt de procéder à des études de polymorphisme chez les différents types de
VPHs et présenteront une partie fort intéressante des découvertes réalisées à ce sujet.
1.3.1. Varianïes du LCR
La région du LCR est la région régulatrice des VPHs. Elle contient la plupart des
séquences d’ADN régulatrices nécessaires à la réplication du génome viral, incluant l’origine
de réplication, et à l’expression des gènes viraux (promoteurs). Compte tenu de son rôle
important dans la régulation des oncogènes viraux, il est intéressant d’envisager que des
mutations à ce niveau puissent générer des variantes présentant des potentiels oncogéniques
différents. L’expression des oncogènes viraux E6 et E7 des VPHs est régulée au niveau
transcriptionnel par des sites spécifiques de liaison aux protéines retrouvées dans la région du
LCR. Les variations de séquence au niveau de cette région peuvent exercer un impact
important sur la transcription des oncogènes viraux pouvant conférer des différences dans le
potentiel oncogénique du virus, comme il a été rapporté pour le VPH-16 (Kurvinen et al.,
2000).
Afin de vérifier le rôle de la région du LCR comme régulatrice de l’expression des
gènes viraux, Romanczuk et ses collaborateurs ont comparé le potentieL immortalisant dans les
kératinocytes de l’ensemble des gènes LCRJE6/E7 du VPH- 16 avec celui du VPH- 1$. En
clonant les gènes E6/E7 du VPH- 16 d’une part et du VPH- 18 d’autre part dans un plasmide
sous le promoteur du $V40, ils observaient un même niveau d’expression pour les deux types
de VPH. Ceci suggère que la région du LCR constitue le déterminant majeur dans la
différence de l’activité d’immortalisation entre les VPH-16 et -18. Cette différence réside en
fait dans l’efficacité plus importante du promoteur P105 du VPH-18 par rapport au P97 du
VPH-16. situés dans la région du LCR (Rornanczuk et aï., 1991: Villa et al., 1991). Une telle
étude a permis de souligner le rôle d’une telle région comme régulatrice des gènes E6 et E7
entre autres. Il aurait cependant été intéressant, d’examiner l’activité des gènes E6 et E7 d’un
VPH-LR en procédant à la même expérience afin de mettre en évidence l’activité régulatrice
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du LCR et de pouvoir la généraliser à tous les types de VPH quelque soit leur tropisme
cellulaire.
En 1994, une étude a établi qu’il y’avait, dans la région du LCR, 30 sites potentiels de
liaison au fT humain YY1, agissant comme répresseur de l’activité transcriptionnelle du
VPH- 16 et que certaines mutations ou délétions au niveau de ces sites étaient fréquemment
retrouvées dans les isolats provenant des femmes atteintes du cancer du col utérin. Ces isolats
tendaient à présenter une activité transcriptioimelle accrue (Schmidt et aÏ., 2001) par rapport
aux isolats dérivés des femmes sans cancer qui ne contenaient pas ces mutations. De tels
résultats peuvent permettre la mise au point d’un test diagnostic qui permettrait de cibler les
patientes plus à risque de développer un cancer. Ce test consisterait à séquencer la région du
LCR des VPH-HR provenant de patientes chez qui on aurait détecté des lésions
précancéreuses. Ainsi, si l’on retrouve des mutations au niveau des sites de liaison au FT YYI
dans le LCR. cela impliquerait que les patientes seraient davantage exposées à la progression
des néoplasies vers un CIS.
À la lumière de ces résultats, une autre équipe de recherche a mené une étude qui
indiquait que les variantes isolées des cancers contenaient toutes une mutation à la position
7519 au niveau du site de liaison de YY1 ainsi qu’une délétion de 100 pb alors que les
variantes dérivées des patientes asymptomatiques porteuses du virus présentaient une autre
mutation mais que l’on retrouvait à proximité des sites de liaisons de facteurs de transcription
incluant YY1. La mutation à la position 7519 chez la variante YY1BS (dérivée du cancer du
col), que l’on retrouvait dans toutes les variantes du VPH-16 prélevées à partir de lésions
cancéreuses du col utérin, supprimait la liaison du FT YY1 à son site, l’empêchant ainsi
d’exercer son rôle de répresseur sur l’activité transcriptionnelle des promoteurs situés dans le
LCR (Dong et aÏ.. 1991). Toujours dans ce sens, en 2001 une autre équipe de recherche a
identifié une mutation au niveau du site de liaison au facteur YY1, augmentant l’activité du
promoteur P97 de 3 à 5 fois, retrouvée dans les régions de LCR des VPH-16 dans des isolats
provenant de tumeur primaire et de métastases. De telles mutations et délétions dans les sites
de liaison à YY1, joueraient un rôle significatif dans la surexpression des oncogènes viraux et
la progression des néoplasies cervicales (Rose et aÏ., 1997). Toutes ces évidences démontrent
clairement que le FT YY1 a un rôle important à jouer dans la suppression de la réplication des
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VPH-HR. Il serait donc utile de trouver une méthode telle que la transfection cellulaire, où
l’on pourrait exprimer un agoniste synthétique qui aurait la même fonction suppressive que
YY1 mais qui pourrait se fixer aux sites mutés dans la région du LCR, dans un plasmide sous
le contrôle d’un promoteur assez fort comme celui du CMV (Cytomégalovirus). Cela
permettrait ainsi de restaurer l’activité répressive des promoteurs localisés dans le LCR et de
bloquer leur activité.
Plus récemment, d’autres études viennent accentuer le rôle de YY1 (Fig. 12) comme
répresseur du LCR et portaient sur l’étude du polymorphisme de la région du LCR, qui ont été
menées par Veressa et ses collaborateurs en 2000. Elles ont également permis l’analyse de
l’activité transcriptioimelle du promoteur P97 des oncogènes E6 et E7, retrouvé dans la région
du LCR du VPH-16, en investiguant son polymorphisme. Ils ont ainsi pu identifier certaines
variantes du VPH-16 avec de longues délétions au niveau du LCR et ont établi que l’activité
transcriptionnelle des variantes possédant la délétion au niveau des éléments enhancer et
silencer liant le FT YY1, était diminuée par rapport aux variantes qui en sont exemptes mais
qu’une variante avec une délétion ne possédant ni l’élément enhancer, ni siÏencer, démontrait
une activité importante du promoteur P97 (Veress et aÏ., 2001). Ces résultats suggèrent que
l’altération des sites de liaison au FI YY1 dans le LCR constitue un moyen important pour le
VPH-HR d’échapper à la réponse cellulaire, résultant ainsi en une surexpression de E6 et E7.
Ces informations révèlent également que les mutations qui surviennent dans la région du
LCR, peuvent en partie expliquer les différences dans les propriétés biologiques dans les
variantes du VPH-1 6, résultant en des différences au niveau de leur pathogénicité. L’avantage
de cette étude par rapport à d’autres études comme la nôtre est que l’équipe de recherche a
séquencé des clones qui regroupaient les différentes variantes de manière à éviter de n’avoir
que des variantes minoritaires que l’on aurait obtenu en séquencant directement à partir du
spécimen clinique. Un autre élément intéressant de la présente investigation est qu’il s’agit
d’une étude rétrospective dans laquelle on a également évalué l’évolution des dysplasies
légères sur une période entre 1 et 3 ans.
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Figure 12. La région du LCR et tes facteurs de transcription. Le LCR est divisé en trois
régions, le promoteur précoce, t ‘enhancer et une troisième partie moins connue.
Plusieurs facteurs interagissent avec cette région comme les protéines virales E] et E2,
le FT général SPi, le FT AP 1 des facteurs impliqués dans la spéctficité tissulaire
comme KRF, Ski;-la/i et TEF.
Parallèlement, la même année, une équipe de recherche a tenté d’associer certaines
variantes du LCR du VPH-16 avec un potentiel oncogénique du virus plus ou moins
important par rapport au prototype dans les isolats Européens, mais les variations de
séquences identifiées n’ont pas semblé être responsables de la pathogénicité du virus
(Kurvinen et al., 2000).
Cependant, en 2001, une équipe de recherche australienne a identifié des mutations au
niveau des sites de liaison à des facteurs de transcription cellulaires dans la région du LCR qui
tendaient à augmenter l’activité des promoteurs, contribuant ainsi à l’habileté transformante
de certains isolats de VPH-16 épisomaux. En effet, une mutation à la position 7792, au niveau
du site de liaison au facteur YYY de la variante K2, démontrait une activité du promoteur li
fois supérieure à celle du prototype. Les variantes Hi et K4 présentaient une autre mutation
typique aux variantes asiatiquesaméricaines, à la position 7894 qui résultait en
l’augmentation de l’activité du promoteur de 7 fois (Watts et al., 2001).
Plus récemment en 2004, une étude investiguait le polymorphisme du LCR, cette fois
pour le VPH-52, et a décrit plusieurs mutations chez des variantes non-prototypiques. Ces
dernières variantes ont été associées avec la perte du site de liaison à la protéine cellulaire
7740 7795
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C/EBP et avec la persistance de l’infection. Cette association peut s’expliquer par le fait que
C/EBP, reconnu pour réprimer l’activité du LCR chez le VPH-l 2 en interférant avec la liaison
de la protéine TBP (TATA binding protein) à la boite TATA du LCR, peut induire ce même
mécanisme pour le VPH-52 (Aho et aÏ., 2004).
Toujours en 2004, une étude menée sur une cohorte de patientes italiennes présentant
différentes lésions précancéreuses et cancéreuses du col, a révélé que les variantes NE,
identifiées par le regroupement des variations de l’ensemble E6/E7/L1/LCR, étaient associées
avec les lésions cancéreuses, suggérant qu’elles étaient plus oncogéniques que les variantes
européennes (Tomesello et al., 2004). En 2005, une autre étude est venue appuyer cette idée
en partant de l’hypothèse selon laquelle il y avait une association entre les variantes NE des
VPH-16 et -1$ et les lésions cervicales. Sichero et al. ont ainsi investigué l’activité du
promoteur P105 parmi 6 variantes du VPH- 18 décrites à partir de l’analyse du polymorphisme
du LCR, et ont suggéré que la variante européenne B 1$-2 présentait l’activité du promoteur la
plus faible alors que la variante asiatique-américaine B 1$-3 démontrait l’activité la plus forte
et tous les promoteurs de toutes les variantes étaient plus actifs que le promoteur P97 du
VPH- 16 prototypique. Cette étude suggère que les mutations au niveau du LCR exerçant un
certain effet sur l’activité du promoteur P105 pouffaient être à l’origine des différences dans
le potentiel oncogénique de ces différentes variantes (Sichero et al., 2005).
À la lumière de ces études, il est évident que le polymorphisme du LCR pourrait
permettre d’expliquer, du moins en partie, les différences qui existent au niveau de
l’oncogénicité des variantes. Ainsi, le fait d’investiguer le polymorphisme de cette région
chez une cohorte importante en termes de nombre de patientes, pourrait permettre de mieux
comprendre le mécanisme par lequel une variante d’un type de VPH donné induit une lésion
du col et, par conséquent, permettre d’identifier les patientes à risque et d’intervenir avant la
progression de l’infection.
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1.3.2. Varianïes de E6/E7
Le fait d’étudier le polymorphisme des oncogènes E6 et E7 est également d’un grand
intérêt. En effet, le niveau de transcription de ces deux oncogènes peut différer selon le
potentiel oncogénique des différentes variantes des gènes E6 et E7 et, par conséquent. selon
leur interaction avec p53 et pRb. Dans les études investiguant le processus d’infection du VPH
ainsi que son rôle dans la genèse du CC, des facteurs comme la fréquence de variantes
particulières de VPH constituent un outil intéressant pour élucider le mécanisme d’infectivité
du virus.
En 1996, Stoppler et collaborateurs ont avancé que des variantes naturelles de E6 du
VPH- 16 différaient dans leur habileté à altérer la différenciation des kératinocytes et à induire
la dégradation du p53 (Stoppler et al., 1996). En effet, les variantes z$4 (R101) et 512
(Q14H/$138C) possédaient respectivement la plus faible et la plus haute activité dans la
dégradation du p53. D’autre part, la même étude soutenait que la variante N29S du gène E7
du même type était 2 fois plus efficace pour coopérer avec la protéine Ras pour la
transformation des fibroblastes de rats et que cette variante possédait la même mutation que ta
variante de E6, z86 (fujinaga et aÏ., 1994; Stoppler, 1996: Chan et aÏ., 2002).
La même année, une autre équipe (Londesborough et aÏ., 1996) a investigué la
variabilité du gène E6 du VPH-16 chez des femmes anglaises et a décrit une mutation non-
synonyme au nucléotide 350 où une thymine était remplacée par une guanine au niveau de la
séquence nucléotidique, ou au résidu $3 où une leucine était remplacée par une valine (L83V)
au niveau de la séquence protéique. Celle-ci était associée avec la persistance du virus et le
risque de néoplasie du col. Song et collaborateurs ont également décrit une mutation à la
position 647 des nucléotides du gène E7 du VPH- 16 qui était plus fréquemment décelée dans
les CC chez des patientes coréennes (Song et aÏ., 1997). Zehbe et son équipe ont mené une
autre étude dans laquelle ils ont montré que les variantes E6 du VPH-16 étaient plus
prévalentes que le prototype dans les CC, plus spécifiquement celles qui contiennent la
substitution au résidu $3 (L$3V) qui semblent être plus oncogénique que le prototype (Zehbe,
199$), comme il a été observé pour les patientes anglaises.
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Van duin et ses collaborateurs ont également rapporté un risque accru pour le
développement du CC chez les patientes possédant l’allèle p53 Arg/Arg infectées par le
variant 350G (Van duin et al., 2000). Toutefois, cette association n’a pas été observée chez
des patientes coréennes (Chan et aÏ., 2002).
En 2000, une équipe a démontré que les variantes NE avaient tendance à persister plus
fréquemment que les variantes E par rapport au risque de persistance des VPHs non
oncogéniques. En outre, cette étude a également révélé qu’une des 16 variantes caractérisées
pour le VPH- 16, persistait sur une longue période de temps alors que les autres induisaient
une infection transitoire. C’est ainsi qu’il a été mis en évidence que des variations
intratypiques du VPH-1 6 étaient directement reliées à la progression des lésions néoplasiques
(Villa et al., 2000).
En 2001, une équipe de San Francisco a établi une association causale entre la variante
G131 du gène E6 du VPH-16 et un risque accru de développement de lésions squameuses
intraépithéliales anales (Da Costa et aÏ., 2001).
Il a également été rapporté qu’une variation spécifique au niveau de la protéine E6 du
VPH-16, isolée des individus HLA-B7 atteints de cancer du col de l’utérus, interférait avec la
réponse cellulaire T cytotoxique (Ellis et al., 1995).
Plus récemment, en 2004, l’équipe d’Aho a établi une association entre des variantes du
LCR non-prototypiques et la persistance du VPH-52 dans l’infection qu’il induit. La même
année, une étude menée chez des patientes en provenance d’Indonésie décrivait une variante
du VPH- 16 qui partageait les mutations C6$26T dans le gène Li, G666A dans la région de E6
et A276G au niveau du gène E7. Cette variante a été retrouvée dans la majorité des cancers du
col utérin causés par le VPH-16 en Indonésie, ce qui suggère une association possible entre
celle-ci et le développement du CC (de Boer et al., 2004). Avec une telle affirmation, on peut
envisager la mise au point d’un test diagnostique qui permettrait de détecter cette variante
chez des patientes infectées et de les traiter à temps avant le développement du cancer invasif.
Bien que les résultats de certaines de ces études se contredisent, il n’en demeure pas
moins que quelques une d’entre elles démontrent clairement que le polymorphisme des
oncogènes viraux des différents types de VPH-HR, peut constituer un biomarqueur prometteur
quant au ciblage des femmes plus à risque au développement de lésions cancéreuses. Cela
46
incite à entreprendre le même type d’études sur des types oncogéniques dont la prévalence est
plus faible par rapport au VPH-16, comme c’est le cas pour le VPH-33.
1.3.3. Variantes de E2
La protéine E2 des PVs. dépendamment de sa configuration, possède l’habileté à
transactiver ou réprimer les enhancer viraux en interagissant avec la séquence
ACCGN4CGGT retrouvée au niveau du LCR (Turek et al., 1994; Desaintes et aÏ., 1996).
Rappelons que le gène qui l’encode contient trois domaines, dont deux conservés en N-
terminal (domaine de transactivation) et C terminal (domaine de liaison à l’ADN et impliqué
dans la dimérisation) de la protéine et une région variable et flexible au centre, qui constitue la
région charnière ou hinge (Gin et al.. 1988). Par un mécanisme de changement de cadre de
lecture qui se traduit par un glissement du ribosome suite à l’encontre OEune séquence
répétitive d’uracile lors de la traduction et qui finit par franchir le codon stop. la région hinge
du gène E2 chevauche le gène E4, faisant de lui un gène et une protéine à part, avec une
séquence d’acides aminés qui lui est propre.
Il est intéressant d’étudier le polymorphisme du gène E2, étant donné que, comme
mentionné précédemment, il agit aussi bien au niveau de la réplication du génome viral qu’au
niveau de la régulation de l’expression des oncogènes viraux (Smotkin et al., 1986;
Bhattacharjee et Sengupta. 2006). Ainsi, des variations au niveau de la séquence nucléotidique
ou protéique pourraient altérer l’activité biologique de E2 et avoir des conséquences sur la
progression des infections au VPH. L’intégration du génome viral dans l’ADN cellulaire des
VPH-16 et -1$ se produit fréquemment au niveau de la région charnière de E2 (ou El, moins
fréquemment), ce qui altère sa fonction et qui entraîne la surexpression des oncogènes viraux
sachant qu’il agit comme répresseur transcriptionnel des promoteurs P97 et P105 des VPH-16
et —1$, respectivement (Matsukura et aÏ., 1986). Il serait donc logique de s’attendre à ce que
des mutations au niveau d’un tel gène puissent exercer un impact sur le niveau d’expression
de ces gènes et ainsi conférer un potentiel oncogène, plus ou moins altéré, à une variante
donnée. Considérant l’interaction de la protéine E2 avec les facteurs cellulaires de
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transcription et l’ADN viral lui-même, des mutations au niveau du gène qui l’encode,
pourraient également affecter le potentiel transformant des VPHs.
Très peu d’études ont été effectuées au niveau de ce gène, mais des expériences de
mutagenèse dirigée ont démontré que des mutations au niveau de la région transactivatrice de
E2 confère un potentiel d’imrnortalisation accru (Romanczuk et aÏ., 1992). Cela étant dit,
aucune variante naturelle correspondant à un tel profil de mutations n’a été caractérisée à ce
jour. Par contre, le fait de pouvoir introduire des mutations au niveau d’un VPH-HR qui
atténue sa virulence, peut constituer un excellent outil pour le développement de vaccins.
D’autres études ont investigué le polymorphisme du gène E2 du VPH-18 et ont décrit
une variante avec une mutation significative dans la région charnière, qu’ils ont rapportée
comme étant associée avec un risque réduit de néoplasies cervicales (Hecht et al., 1995). En
1999, Eriksson et al. ont complété cette étude en analysant le polymorphisme de la région
hinge de E2, du gène E4 et du gène E5, pour le VPH-16 et ont identifié de nouvelles
mutations mais sans association plausible avec les lésions du col (Eriksson et al., 1999). Cela
doit probablement être du au nombre insuffisant de spécimens testés qui ne permet pas
l’obtention de données statistiquement significatives.
Terry et al., pour leur part, ont analysé le polymorphisme de E6 et de E2 des VPH-16 et
-1$ et ont établi que des variantes de E2 des deux types étaient plus fréquemment retrouvées
chez les individus possédant les haplotypes HLA de classe II DR’DQ 0401/0301 et
1101/0301. Toutefois, là encore aucune association n’a été mise en évidence entre ces mêmes
variantes et les SILs (Giannoudis et Herrington, 2001).
En 2001, une autre équipe de recherche a tenté d’établir une association entre le
polymorphisme du domaine de liaison de E2 avec les lésions intraépithéliales squameuses de
haut grade du col de l’utérus. La variante T3 10K avec la mutation 3684C-A étant associée aux
lésions de haut grade, il a été suggéré que cette variante pouvait être impliquée dans la
progression des néoplasies cervicales (Giaimoudis et al., 2001).
En 2004, Sathish et ses collaborateurs ont décrit une méthode d’analyse de
polymorphisme à l’aide de la technique de PCR-RFLP qu’ils ont appliquée à la région E2 du
VPH-16 chez des femmes originaires de l’inde sous-continentale. Ils ont ainsi pu identifier des
mutations non-synonymes au niveau de la région charnière et du domaine de liaison à l’ADN.
4$
L’identification d’une variante T313- permettait la distinction entre les variantes E et AA. En
outre, les variantes P129S. T254N et S261- possédaient des mutations au niveau de la région
charnière qui étaient localisées dans deux des épitopes les plus réactifs des cellules B, ce qui
suggérait, selon eux, qu’un individu infecté par de telles variantes risquait de voir sa réponse
humorale contre le VPH-16 altérée (Sathish et al., 2004).
En 2002, une autre étude descriptive portant sur le polymorphisme de E2 a été
investiguée chez des patientes en provenance «Australie et de la Nouvelle Calédonie, chez
qui on a identifié 9 variantes, les AA étant les plus polymorphiques. suivies des AS et des E,
qui présentent beaucoup moins de variations (Watts et aÏ., 2002). Il aurait été toutefois
intéressant d’examiner s’il y avait une association entre certaines de ces variantes avec les
différents types de lésions présentes chez les patientes testées.
Plus récemment, en février 2005, Arias-Pulido et al. ont analysé le polymorphisme des
régions du LCR, E6 et de la région charnière de E2 du VPH- 1$ chez des patientes provenant
des États-unis. Cependant, aucune association n’a été établie entre chacune des variantes AA,
AS ou E avec les lésions squameuses intraépihtéliales ou les adénocarcinomes (Arias-Pulido
et aÏ.. 2005). Un mois plus tard, une étude portant sur l’analyse des variations génétiques des
régions de E2, E6 et E7 a démontré que les variantes de E2 co-ségrégeaient avec les variantes
de E6/E7 et qu’une séquence minimale au sein de E6 permettait la classification des variantes
E2 et E7 (Swan et al., 2005).
Enfin, en 2006, Bhattacharjee et al. ont investigué le polymorphisme du LCR et de E2
du VPH-16 chez des femmes indiennes, mais aucune variation de E2 ne semblait être un
facteur déterminant de la progression des néoplasies (Bhattacharjee et Sengupta, 2006).
À la lumière de ces études, on constate que la plupart d’entre elles sont descriptives et que
de plus amples recherches sur le polymorphisme du gène de E2 sont requises compte tenu du
rôle important que joue la protéine E2 dans le cycle de vie du virus et de l’infection. Néanmoins,
certaines des études rapportées dans la présente section, suggèrent que de plus amples études
devraient être entreprises afin d’examiner l’effet du polymorphisme de E2 sur la progression des
lésions cervicales (Romanczuk et aï., 1992; Hecht et al.. 1995; Giaimoudis et al., 2001; Sathish
et aï.. 2004).
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4.4. Le virus du papillome humain de type 33
Le prototype VPH-33 a originellement été cloné à partir d’un cancer du col utérin
invasif et appartient au groupe des VPH-HR (Beaudenon et aÏ., 1986). Ce type a été retrouvé
dans 4 à 10% des CC et dans 50% des cancers des amygdales (Snijders et aÏ., 1992;
Walboomers et al., 1999) et sa prévalence est d’environ 3% (Fig. 13) (WHO, 1999). Le VPH
33 est phylogénétiquement relié au VPH-1 6 et fait partie de l’espèce 9, appartenant au genre
des Alphapapillomavirus. Son organisation génomique est similaire aux autres PVs (Lizano et
al., 1997).
Très peu d’études de polymorphisme ont porté sur ce type, dont une touchait à l’analyse
de la région Li (Luo et Sawadogo, 1996), et une autre au LCR, à E6 et à E7 (Gagnon et aï.,
2004). Cole et ses collaborateurs ont identifié une duplication de 72 pb dans la région du LCR
du VPH-33 qui constituait une propriété unique de ce type de VPH parmi tous les PVs (Cole
et Streeck, 1986). Jusqu’à ce jour, le rôle de cette duplication demeure toujours inconnu mais
plusieurs hypothèses ont été émises à cet effet. Il a été suggéré que celle-ci pouvait
éventuellement jouer un rôle d’activateur de la transcription virale comme on a pu l’observer
pour le BK et le $V40 (Seif et al., 1979; Gruss et al., 1981). On a également proposé que
cette région en tandem pourrait agir comme un répresseur transcriptionnel via la liaison au site
du facteur c-rnyb, comme on l’a remarqué chez HBV (David-Cordonnier et al., 1999).
Dans une étude récente sur le VPH-33, effectuée au sein même de notre laboratoire,
Gagnon et al. ont rapporté que la perte de la duplication de 78 pb au niveau du LCR résultait
en la perte d’un site potentiel de liaison du facteur c-rnyb, et ont suggéré qu’elle pouvait jouer
un rôle suppresseur in vivo. La même équipe de recherche a associé l’absence de cette
duplication et la présence de variations non synonymes au niveau de E7 avec la persistance de
l’infection par le VPH-33. Lorsqu’on combinait les données d’analyse du VPH-33 et VPH-35,
l’infection par l’un ou l’autre de ces types avec des variations de E7 non synonymes était
associée avec la persistance et l’ethnicité. Dans cette étude, en analysant le polymorphisme du
VPH-33, onze variantes du LCR ont été caractérisées (33-LCR-i à 33-LCR-10), incluant le
prototype, qui était la variante la plus fréquente suivie de 33-LCR-7. L’absence de la
duplication était retrouvée chez sept variantes. En outre, plusieurs variations, incluant la perte
50
de la duplication, étaient retrouvées chez sept variantes et plusieurs d’entre elles, dont la perte
de la duplication de 7$ pb associée à la perte du site de liaison au facteur c-nzyb, ont entraîné
le gain ou la perte d’un site de liaison potentiel à certains facteurs de transcription cellulaires.
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En ce qui a trait au gène E6, dont le polymorphisme a également été décrit lors de
cette étude, six variantes ont été caractérisées (33-E6- 1 à 33-E6-5), incluant le prototype, qui,
là encore, était la variante la plus fréquente. Quelques mutations étaient non-synonymes et
enfin, six variantes ont été décrites suite à l’analyse du polymorphisme du gène E7 et encore
une fois, le prototype était le plus fréquemment retrouvé chez les patientes testées. De la
même façon que pour E6, certaines variations entraînaient un changement au niveau des
résidus d’acides aminés de la protéine. Rappelons que cette étude a été menée chez des
patientes issues d’une cohorte de 1055 femmes sexuellement actives dont 732 étaient VII-I
séropositive. Parmi ces patientes, 37 étaient infectées par le VPH-33 (3,5%) (Gagnon et al.,
2004).
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4%
HPV-76 HPV-18 HPV-45 HPV-31 HPV-33
Figure 13: Distribution des types de VPH tes plts prévalents dans les cancers du
col de Ï ‘utérus. Le VPH-]6 est le type le plus fréquemment diagnostiqué dans les
cancers suivi des types 18, 45, 31 et 33.
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OBJECTIFS ET HYPOTHÈSES
Compte tenu du fait que le polymorphisme du VPH-33 est un déterminant de la
persistance de l’infection qu’il engendre, la présente étude avait pour objectif fondamental
d’investiguer l’association entre les variations de ce type et les lésions du col de haut grade, et
d’évaluer la distribution de ces variations chez les femmes avec un col utérin sain, et celles
avec une lésion de haut grade (HSIL) ou un cancer.
L’objectif fondamental de cette étude est de décrire le polymorphisme du VPH-33 par la
technique du PCR-séquençage chez des femmes avec et sans lésions du col utérin. Les gènes
analysés comprennent les cadres de lecture de E6 (484 pb), E7 (324 pb) et E2 (1102 ph),
incluant le gène E4 ainsi qu’une partie du gène du LCR comprenant la duplication de 78 ph
(507 pb). Il est à souligner qu’aucune étude jusqu’à ce jour n’a porté sur la caractérisation du
polymorphisme du gène E2 du VPH-33 de manière aussi exhaustive. Par ailleurs, il était
question dans la présente étude d’investiguer l’association entre le polymorphisme des
différentes régions citées et la présence de HSILs.
Compte tenu de la proximité phylogénétique du type 33 avec les types 16 et 52, on
serait tenté de penser qu’il existe une association entre la présence de variantes du VPH-33 et
le développement du cancer du col de l’utérus. De plus, étant donné que, dans cette étude, le
nombre de patientes analysées est plus important que celui testé dans la première étude portant
sur le polymorphisme du VPH-33 (Gagnon et al., 2004), d’autant plus qu’il s’agit là d’un
groupe de femmes hétérogènes et VIH-séronégatives, il est raisonnable de penser que l’on
devrait décrire de nouvelles variantes du VPH-33, et retrouver des variantes déjà identifiées
dans la première étude. De plus, on s’attend à ce que certaines variantes du LCR, plus
particulièrement, celles ayant perdu la duplication de 78 pb soient associées à la présence de
HSILs. On pense également retrouver dans les cadres de lecture de F6, E7 et E2, des
mutations non synonymes parmi lesquelles certaines pourraient être partagées avec d’autres
types comme la variante L$3V décrite chez les VPH- 16 et -52. Considérant le fait que la
séquence nucléotidique du gène E4 chevauche la région charnière de E2, il serait logique de
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penser que les variations que l’on décrira au niveau de la séquence protéique seraient
différentes de celles qu’on aura caractérisées pour E2. Il est également plausible de décrire de
nouveaux sites de variations qui pourraient éventuellement être associés à la perte ou au gain
d’un site potentiel de liaison à un FT cellulaire au niveau du LCR, comme il a été rapporté
dans la première étude (Gagnon et al., 2004).
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ABSTRACT (word count 250)
Background: The association between genetic polyrnorphism of human papillomavirus
type 33 (HPV-33) and high-grade squamous intraepithelial lesion (HSIL) was
investigated.
Metltods: Endocervical cytobrush specimens from $9 of 5385 women screened for HPV
infection in the course of 2 case-control and 2 cohort studies tested positive for HPV-33
DNA by consensus Li PCR. Exfoiiated cervical ceils from HPV-33-positive women
were further analyzed by PCR-sequencing ofthe LCR, E6, E7 and E2 genes.
Results: Overail, 14 HPV-33 LCR, 16 E2, $ E6 and 8 E7 variants were identified. 0f the
89 participants, 64 were normai, 7 had Ïow-grade intraepithelial lesions (LSIL), 15 had
HSIL and the diagnosis was unknown for 3. The loss of a 78-hp duplication in the LCR
was not associated with HSIL compared to normal women (Odds ratio (OR) 2.4, 95%
confidence intervals (CI) 0.7-8.0; p0.l 8). However, the C7732G variation resulting in
the ioss of a putative binding site for the celiular upstream stimulatory factor was
associated with HSTL, adjusting for age and etimicity (OR 3.9, 95% CI i.1-14.$0
p=O.04). E6, E7 and E2 polymorphism was not associated with HSIL. Twelve women
had consecutive sampies (median of 2, range 2-5) tested at 6-month intervais. The same
variant was identified in ail specimens collected from the same participant. HPV-33 SK9
variant was detected more frequentiy in women from Brazil (7 (35%) of 20) than from
Canada (1(1.5%) of 65; pO.001).
Conclusion: HPV-33 polymorphism in the LCR was associated with HSIL and
geography in opposite to poiymorphism in E6, E7 and E2.
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Introduction
Cervical infection with high-risk human papillomavirus (HPV) types is a
necessary cause for cancer of the uterine cervix. However, only a minority of HPV
infected women develop persistent HPV infection that could eventually evolve into
cervical cancer (16). HPV-related biomarkers are thus being studied to better define
women at highest risk for progression. Several studies have reported an association
between HPV- 16 polymorphism and cervical cancer or persistence of infection (20,48).
HPV-33 is closely related phylogenetically to HPV-16 in species 9 of the alpha
papillomavirus genus (12). In a recent meta-analysis, HPV-33 was the fourth most
frequent high-risk genotype in North America in invasive cancer. Considering the
prevalence ratio between invasive cancer and high-grade squamous intraepithelial lesions
(HSIL), HPV-33 ranked fourth afier types 16, 18 and 45, suggesting a greater propensity
to progress towards cancer than most of the other high-risk genotypes (10). In sexually
active women at risk or infected with HIV, HPV-33 polymorphism of the long control
region (LCR), more specifically the loss of 78 bp duplication, was associated with
persistence of HPV infection, a surrogate marker for HSIL (19). Due to the high
proportion of mixed HPV infection in that study, it was impossible to investigate the
impact ofHPV-33 polymorphism on grade of cervical disease.
Most studies on HPV polymorphism focused on the LCR, E6 and E7 open
reading frames, regions of the viral genome relevant to viral regulation and
transformation. Although the E2 protein is the most important viral factor regulating
transcription of HPV oncoproteins E6 and E7, the impact of HPV-33 E2 polymorphism
on disease has not been investigated yet.
5$
Since HPV-33 polymorphism is a determinant of persistence of infection, we
investigated the association between HPV-33 variations and high-grade cervical lesions.
The aim of the current study was to investigate the distribution of variants of HPV-33 in
women without cervical cytological abnormalities, low-grade SIL (LSIL) and HSIL or
cancer. We present here the polymorphisrn of the regulatory region, the LCR, of
transforming open reading frames encoding E6 and E7 oncoproteins, and of E2 protein,
in thousands of Brazilian and Canadian wornen enrolled in two cohort studies and two
case-control studies, enabling the characterization of new molecular variants ofHPV-33.
Materials and methods
$tudy population and study design. Cervical cytobrush samples were obtained from 89
(1.7%) women selected from 5344 subjects participating in four epidemiological studies
who had tested positive for HPV-33 DNA by consensus Li PCR: 10 women were from a
study of the associations between Herpes simplex virus and cervical lesions (HPV-HSV
study), 43 were from a case-control study designated “Biomarker of cervical cancer risk”
(BCCR study), 21 were from the Ludwig-McGill cohort study and 15 were from the
McGill-Concordia cohort study.
The HPV-HSV study was a cross-sectional study conducted in Montreal, Canada,
on 439 women (50 invasive cancers, 65 HSIL, $0 low-grade SIL (LSIL), 244 normal
cervices) on the association between Herpes simplex and HPV co-infections and cervical
cancer (46). Participants had a median age of 33 years. HPV was detected in 87.2% and
19.7% ofwomen with cervical lesions and a normal cervix, respectiveÏy. The BCCR is an
hospital-based case-control study conducted on 1759 women (1263 normal, 60 LSIL, 40$
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HSIL, 18 cancers and 10 pending resuits) living in Montreal, Canada to study biomarkers
associated with HSIL (28). Participants had a mean age of 32 years. In the BCCR study,
95.8% of cases and 3 1.2% of controls were HPV-positive (22). In both studies above,
controls were women with current and previous normal annual routine Pap smears, while
cases had histologicaÏly-confirmed cervical intraepithelial neoplasia or invasive cancer.
The Ludwig-McGill cohort is conducted in Sao Paulo, Brazil, on 2522 women (median
age of 33 years) and The McGill-Concordia cohort was conducted on 621 young women
(median age of 21 years) living in Montreal, Canada, to investigate the natural history
and persistence of HPV infection (37,41). Nearly 53% and 26.2% of participants had at
ieast one HPV-positive visit in the McGill-Concordia and the Ludwig-McGill cohorts,
respectively (37,41). These women were followed prospectively at specified intervals
over the course of the studies as described elsewhere (37,41). Women with repeated
normal Pap smears were considered as having normal cervices while the highest grade of
SIL on cytology was considered for women with repeated abnormal
Informed consent was obtained from ail study participants for HPV analysis and
other study procedures. Ethics committees from each participating institution approved
procedures and consent forms. For each study, standardized questionnaires were
administered. Exfoliated cervical ceils were collected with a cytobrush and processed
with QIAamp columns (QIAGEN Inc., CA, USA) (37,41) or Master pure procedure
(28,46). Samples were considered adequate if J3-globin DNA could be ampiified with
PCO4 and GH2O primers. HPV DNA was amplified using MYO9-MYY 1-HMBO1 (37) or
PGMY (28,41,46) primers and typed with the line biot assay (Roche Molecular systems,
CA) (22). One sample from each HPV-33-positive participant in the studies above was
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further tested for HPV-33 polymorphism. Consecutive samples were also tested for
women participating in the Ludwig-McGill cohort study with persistent HPV-33
infection (n=11) who provided 30 cervical samples (median of 2, mean of 2.6±0.8, range
2—5).
Analysis ofHP V-33 LCR, E2 E6 anti E7 by PCR-sequencing. For each region ofthe HPV
genome, 2 tl of processed specimen was amplified in a 9600 thermal cycler (Perkin
Elmer, Montreal, Canada). The LCR, E6 and E7 were amplified in a 100-uL reaction
volume containing 10 mmol/L Tris-HC1 (pH 8.3), 50 mmol/L KC1, 2.5 U of AmpliTaq
Gold enzyme (Roche Diagnostic Systems, Laval, Canada), 2.0 mmol/L MgC12, 0.5
mmol/L each primer, and 0.25 mmol/L each dCTP, dTTP, dGTP, and dATP. E2 was
amplified under the same conditions except for the use of 3.75 U of ArnpliTaq Gold and
1.5 mM mmol/L MgC12. A 542-bp segment between nucleotide (nt) positions 7337 and
7878 of the 5’ end of LCR was generated with primers HPV-33-LCR-1 and HPV-33-
LCR-2, a 562-bp fragment between nt 35 and 596 containing the complete E6 gene was
generated with primers HPV-33-E6-1 and HPV-33-E6-2 and a 412-hp fragment between
nt 529 and 940 containing the complete E7 gene was generated with primers HPV-33-E7-
1 and HPV-33-E7-2, using the amplification protocols described by Gagnon et al. (19).
The HPV-33 E6 amplicon contained the complete 483 bp E6 gene. The HPV-33 E7
amplicon contained the complete 324 bp E7 gene. HPV-33 E6 and E7 amplicons
overlapped over 68 bp. The complete HPV-33 E2 gene was amplified with primers E2-
F (GGACGTGGTGCAAATTAGAT (nt 270 1-2720)) and E2-
R (TAGCAGCACATATTGGCTTG (nt 3811-3830)) with an initial step for 3.5 min at
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95°C; 60 cycles for 30 s at 95°C, 60 s at 60°C and 45 s at 72°C. A final step was
perforrned for 7 min at 72°C to complete the amplification reaction.
MoÏecuÏar variant analysis by PCR sequencing. After gel electrophoresis on 2% agarose
gel, PCR-amplified HPV-33 DNA amplicons were purified as described elsewhere (2).
Direct double-stranded PCR sequencing was performed for the LCR, E6 and E7
amplicons with the same primers described above using the fluorescent cycle-sequencing
rnethod (BigDye terminator ready reaction kit; Perkin-Elmer) on 20 ng of purified
amplicons. Iwo overlapping fragments of E2 were sequenced using the primer pair E2-
F/E2-R1 (TCAGCAGTTTCAGTAGTGGA (nt 3361-3380) and primer pair F2-
F2 (TGGGTGGTCAGGTAATTGTT (nt 331 1-3330))/E2-R. Cycling parameters were 25
cycles for 10 s at 96°C, 5 s at 50°C, and 4 min at 62°C. Sequence analysis was performed
on an ABI Prism 3100 genetic-analyzer system ofthe Service de Séquencage du Centre
de Recherche du CHUM. Non-prototypic isolates were sequenced at least twice from the
cytobrush samples , to exclude Taq-induced errors.
The HPV-33 prototype was the first HPV-33 isolate sequenced by Cole et al. (11).
HPV-33 isolates with DNA sequences different from the prototypes were classified as
non-prototypic variants. Sequences from non-prototypic variants were aligned for
classification by use of CLUSTAL W (version 1.8). A phylogenetic tree was constructed
based on the neighbor-joining algorithm by using the Mega version 2.1. To assess the
effect of variations in the LCR on putative binding sites for cellular proteins,
TFSEARCH software was used.
Data anaÏysis. For comparisons of genetic variability between the LCR and HPV genes,
the number of variation sites per isolate with adjustment for amplicon length was
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compared with the Mann-Whitney U test, and the proportions of variable sites were
compared via the z statistic. Multiple comparisons were taken into account with the
Bonferroni correction. The magnitude of the associations between HPV variants with
HSIL was assessed by calculating odds ratios (OR) and respective 95% confidence
intervals (CI). Fisher’s exact test was used to assess the significance of the associations
between dichotomous variables. Unconditional multiple logistic regression analysis was
performed to obtain maximum likelihood estimates of the OR while controlling for the
confounding effect of age, etlmicity and study membership. Statistical analyses were
performed with STATISTICA version 6 software (StatSoft, Tulsa, OK).
Resuits
In total, 89 (1.7%) of 5344 participants from four studies provided at least one genital
specimen containing HPV-33 DNA. Table 1 provides the distribution of participants
according to recruitment study and grade of cervical disease. The median age of HPV-33-
infected women from the BCCR was 38.0 years (mean of 36.7+10.7 (95% CI 33.4 to
40.1)), from the Ludwig-McGill cohort study was 26.0 years (mean 27.4+8.4 (95% CI
23.6 to 31.2) years), from the Concordia-McGill cohort was 23.0 years (mean 23.7+4.6
(95% CI 21.2 to 26.3) years) and from the HPV-HSV study was median 28.0 years (mean
28.9+10.3 (95% CI 19.3 to 38.4) years). The median age of all women infected by HPV
33 was 30 years (mean 31.5+10.6 (95% CI 29.5 to 35.1) years; range 1$ — 62 years).
Seventy-one (79.8%) women were Caucasian, 12 (13.5%) were of African origin, 2
(2.2%) were Asian and 4 (4.5%) were of unknown ethnicity. Sixty-eight were Canadians
and 21 were Brazilians.
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Genornic poÏyrnorphisrn ofthe LCR, E6 and E7 of HP V-33. A visible band was obtained
for sequencing of the LCR, E6 and E7 for $5, $9 and $9 isolates, respectively. Each
participant was infected with only one HPV-33 variant. b assert this hypothesis we
should have sequenced 10 to 20 variants clones. However, since we performed such
experiment with HPV-l 6, we rarely found 2 variants per HIV-seronegative patient.
Therefore, we abandoned this expansive strategy. Figures 1 a to le display the site, nature
and loss or gain in putative cellular transcription factors binding sites of variations in the
LCR or change in amino acid sequence in E6 or E7 compared to the HPV-33 prototype.
Some of the variants described here are identical to those described in our initial work
and are identified by the same abbreviations (19). Ninety-four variations sites over 502 nt
(18.7%) defined 14 HPV-33 LCR variants, compared to 13 variation sites (2.7%) over
484 nt (p<0.001) defining $ HPV-33 E6 variants and 7 variation sites (2.2%) over 324 nt
(p<O.001) defining 8 HPV-33 E7 variants. Deletions were found only in the LCR. In
addition to the 10 HPV-33 LCR, 5 HPV-33 E6 and 5 HPV-33 E7 variants described
elsewhere, we identified here 7, 4, and 4 new variants in the LCR (33-LCR-1 1 to 33-
LCR-17), E6 (33-E6-6 to 33-E6-9) and E7 (33-E7-6 to 33-E7-9), respectively (19). The
greatest difference between any two variants was 17.5% (8$ variations over 502
nucleotides) between 33-LCR-14 and 33-LCR-$, 2.3% (11 variations over 484
nucleotides) between 33-E6-7 and 33-E6-5 and 1.9% (6 variations over 324 nucleotides)
between 33-E7-5 and 33-E7-$.
As shown in Figure la, 25 variants (prototype, SK-l to SK-24) were obtained by
combining variations in all three regions of HPV-33 genome. All prototypic LCR
variants were also prototypes for E-6 and E7. Only 4 $K variants were encountered in
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more than 5 women. The evoÏutionary relationship among the 24 HPV-33 SK variants
was explored by subjecting the sequence data to phylogenetic analysis based on the
neighbor-joining method (Figure 2). HPV-33 variants clustered into two major lineages,
one comprising the prototype.
HP V-33 F2 and F4 poÏymorphism. Fifleen non-prototypic HPV-33 E2 variants were
identified in 81 women (Figure 3). HPV-33 F2 could flot be amplified in specimens from
$ women (4 normal, 2 HSIL, 1 LSIL I unknown). Although the HPV-33 E2 prototype
sequence was flot identified in any isolate, 7 HPV-33 E2 variants carried only one
variation each compared with the prototype sequence. Twenty-five (2.3%) variations
were found over 1102 fit of the E2 gene, a rate of variation similar to that reported for E6
or E7 (p>0.10). Although most of these variations were non-synonyrnous (22 of 25,
88.0%). this rate was not significantly greater than that found in E6 (7 of 12, 58.3%.
p=O.08) or E7 (4 of 7, 57.1%, p=O.lO). Variations generating frameshift or premature
stop codon were not observed. The most diverse variants (HPV-33 E2-12 and E2-13) had
a difference in nucleotide sequences of 1.2% (13 over 1102 nucleotides). 0f the 10
variations in the area also coding for E4 in a different reading frame, 7 and 6 were non
synonymous in E2 and E4, respectively.
By aligning HPV-16 and HPV-33 E2 protein, the amino-acid sequence reached
50,2% of homology (data flot shown). The dornains of activity of E2 protein of HPV-33
were deduced from the mapping of HPV-16 E2 functions on the E2 amino acid (a.a.)
sequence (47). There were 14 (6.3%) a.a. variations over the 220 a.a. of the putative
transactivation domain (TAD). 3 (7.5%) over the 40 a.a. of putative hinge region and 5
(4.6%) over the 108 a.a. of the putative DNA binding domain (p>O.IO for each
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comparison). The twenty-two a.a. substitutions over the 36$ a.a. (5.9%; 1 variation each
16.7 a.a.) were not distributed evenly in the E2 protein (figure 3). Three clusters of
variations were identified: one cluster between a.a. 131 and 176 comprising 6 variations
over 46 a.a. (13.0%) in the lAD, one cluster between a.a. 206 and 243 comprising 8
variations over 27 a.a. (29.6%) in the lAD and hinge, and one ciuster between a.a. 296
and 311 comprising 5 variations over 16 a.a. (31.3%) (Figure 3). The proportion of
polymorphic a.a. was signfficantly greater in the last two ciusters than in the complete
E2 protein (p<O.001 for each comparison).
Variability in the four regions of the HPV-33 genome was assessed by comparing
the number of nucleotide variation sites per isolate adjusting for the length of amplicon
sequenced (502 bp for LCR, 484 bp for E6, 324 bp for E7 and 1102 bp for E2) and
considering the 7$ bp deletion as one variation. The median number of variation sites was
1 (mean of 2.5±3.3, 95% CI 1.8-3.2, range 0-8) for the LCR, O (mean of 1.3±2.3, 95% CI
0.8-1.8, range 0-8.3) for E6, O (mean of 1.1±2.0, 95% CI 0.7-1.5, range 0-7.7) for the E7,
and 0.5 (mean of 1.5±1.7, 95% CI 1.2-1.9, range 0.5-5.4) for E2. LCR was more variable
than E6 or E7 (p<O.00Ï for each comparison), but not E2 (pO.O5), the level of
significance for 6 comparisons being p=O.00$. E6 was not more variable than E7
(pO.Ol). E2 was more variable than E6 or E7 (p<O.00Y for each comparison).
HP V-33 polyrnorphisrn and ethnicity. The HPV-33 prototype was more frequent in
Canada (29 of 65, 44.6%) than in Brazil (4 of 20, 20.0%), although the difference did not
reach statistical significance (p=O.07). Most variants were detected at a low frequency
(Figure ld). However, HPV-33 SK9 was significantly more frequently found in Brazil (7
(35%) of 20) than in Canada (1(1.5%) of 65; pO.001). HPV-33 SK (from the initiais of
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one author, Soraya Khouadri) or E2 variants were flot associated with ethnicity
irrespective of country of recruitment (data flot shown). The most frequent E2 variant,
HPV-33-E2-1, was more frequently detected in Brazil (16 of 21) than Canada (27 of 60;
OR of 3.9 (95% CI 1.3-12.1), p0.O2). Eleven SK variants segregated with HPV-33 E2-
1, including SK9.
HP V-33 poÏyrnorphism and persistence of HPV infection. From 2 to 5 consecutive
samples positive for HPV-33 from 11 women in the Ludwig-McGill cohort study were
tested for HPV-33 polymorphism. Samples from the same woman aiways contained the
same HPV-33 variant.
HP V-33 polyrnorphisrn and grade of cervical lesion. Grades of cervical lesions are
provided in Table 1. In the following analyses, not ail participants couid be inciuded
because some specimens could not be sequenced. (see above). Non-prototypic variants
considered as a group in the LCR, E6, E7 or E2 were not associated with HSIL (p>O.38,
Table 2). When SK variants were considered individuaiiy, only SK7 was associated with
HSIL (Table 2). The only variation identified in variant SK7 was at nucleotide position
7732. The variation in the LCR at nt position 7732 was found in 7 (50%) of 14 cases with
HSIL in opposite to 12 (19.4%) of 62 women without lesion, a difference that was
statistically significant (OR 4.2, 95% CI 1.2 — 14.4, pO.O3S). The association remained
significant when we adjusted for age and study membership (OR 3.6, 95% CI 1.0 — 12.9,
Op=O.O49) or for age and ethnicity (OR 3.9, 95% CI 1.1 — 14.8, p0.04). When oniy
Canadian women were considered in the analysis, the association rernained significant
conecting for age and etlrnicity (OR 4.0, 95% CI 1.1 — 17.2, p=O.O4). This variation
resuited in the loss of a putative binding site for upstream stimulatory factor (USf).
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Putative binding sites nearby the USF binding site were also identified for transactivating
factors such as the Octarner binding factor (Oct-1) and activator protein 1 (AP-1). The
loss ofthe 7$-hp duplication in the LCR was detected in 15 (24.2%) of 62 normal women
and 6 (42.9%) of 14 wornen with HSIL (p=O.l 2).
Discussion
In this study, we have analyzed sequence variations in the LCR, E6, E7 and E2
genes from HPV-33 isolates collected from women without cervical lesion, with 10w- and
high-grade SILs in Canada and Brazil. Our data indicates that the LCR but flot E6, E7 or
E2 polymorphism is associated with higli-grade disease. The presence of deletion in the
LCR reported here has also been found for other types (2,4,5,18,19). Variability was
greater for the LCR followed by E2. E6 and E7. In opposite to HPV-16, there was no
strong association between ethnicity and HPV-33 polymorphism, but there were some
differences in the detection rates of HPV-33 SK variants between the two countries.
HPV-33 E2 sequences could be amplified from rnost high-grade lesions including 2
specirnens from invasive cancer.
Limited data on HPV-33 polymorphism has been published up to now. By
including $9 women, with different stages of cervical disease, recruited in different
studies and countries, this work represents one of the most comprehensive studies on
HPV-33 polymorphism. Nucleotide variations in the Li gene and E6 genes were first
reported in HPV-33 isolates from invasive cervical cancer (43.53). We have also recently
reported HPV-33 polymorphism in HIV-seropositive women (19). Considering resuits
from these publications. several new variation sites were found in this work in the LCR
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(n=4, nt 7424, 7436, 7536. 7545, 7768), E6 (n=4, nt 191, 213, 364, 480) and E7 (n=2, nt
608, 737). As for other HPV types, variations were flot randomly distributed and
variation sites were shared by several isolates and variants (2.5,19,24,26.34,54).
As reported for other HPV types, E6 and E7 were less variable than the LCR
(2.7.18-20). The non-synonymous variation L83V at nt 355 of HPV-33 lias also been
described in HPV-16 at nt 350. This HPV-16 variation was associated by sorne with
HSIL, although this remains controversial (8,21,33,55,56). In our studies on HPV-33,
L$3V variation was flot associated with persistence or HSIL (19). The phylogenetic tree
generated by combining sequences from the LCR, E6 and E7 was dichotomie as reported
for types other than 16 or 1$ while trees constructed with HPV- 16 variants have several
branches (2,4,5,9,17,18,20). HPV-16, 12 and 52 polyrnorphism is strongly associated
with ethnicity (2.4,20). This association was flot as clear with HPV-33. Only one HPV-33
variant was detected more frequently in one country. Isolates from several countries
should be analyzed to further study the association between ethnicity and HPV-33
variations. Most SK variants in this study were rare and detected only once or twice.
The current work is the first one to investigate HPV-33 E2 polymorphism. The E2
protein is composed of a C-terminal region which binds to LCR and is involved in the
dimerization of the protein, a N-terminal transcriptional activation domain and a central
hinge region that is oflen deleted during HPV integration in the host genorne. The E2
protein has the ability to either activate or repress transcription from a promoter
depending on its configuration (13). The prototype E2 was not found in our participants,
but the majority of isolates had only one variation at nt 3759 compared to the prototype,
raising the possibility that there may have been a sequencing error in the original
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publication (11). We sequenced the HPV-33 plasrnid provided kindly by Dr Gérard Orth
and the sequence obtained in E2 was identical to that published originally.
The HPV-33 isolates analyzed here carried variations broadly distributed across
the E2 gene in ail three domains of the protein. The diversity of HPV-33 E2 was
significantly greater than E6 or E7, but less than the LCR. Veress et ai. reported 30 nt
leading to 20 a.a. changes in HPV-16 F2 (47). The proportion of non-synonyrnous to
synonymous changes (2 1/3) reported here for HPV-33 was greater than for E6 (2/5) or E7
(4/3), as found for HPV-16 (6). The distribution of variations along the E2 protein was
similar in types 16 and 33 (6,44,47,51). As also reported for HPV-16, there were clusters
of variations, especially at the 3’ end ofthe TAD, and in the hinge domains (6,44,51,51).
The area of interaction ofHPV-16 F2 with FI has been localized near the N-terminal in
the TAD between residues 1$-41 (6.36). This area did flot contain non-synonymous E2
variations, suggesting that the binding capacity of E2 to El could remain unaltered
between variants and that the replication efficiency of E2 could be similar between
variants, as reported for HPV-16 (39). Only 5 non-synonymous variations were located in
the last 100 amino acids at the COOH extremity of E2 in the areas of the DNA binding
helix, nuclear localization signal, and dimerization domains (6).
The complete HPV-33 E2 gene could be amplified from most ofthe HSIL lesions,
including two cervical cancers, in our participants. This implies that HPV-33 may not
integrate in the course of progression to higher-grade lesion, may be found as a mixture
of episomal and integrated forms or integrates at sites other than E2. It is also possible
than multi-copy head-to-tail tandem integration preserves intact the internai copies of E2
(49). Most of invasive cancers caused by HPV-16 also contain E2 genes that can be
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amplified, although in up to one third of specimens a portion of E2 can flot be amplified
(15,21,39,44,45). Small 30 bp deletions in HPV-16 E2 found in HSIL were not detected
in our specimefis (39). Eight specimens were falsely negative for E2 sequences, in similar
proportions between benign and higher-grade lesions. It is possible that F2 could flot be
amplified because of disruption due to integration (35). HPV-33 genomic polymorphism
may also have precluded aimealing with primers for E2 amplification or sequencing.
F4 overlaps the hinge area of F2 in a different reading frame. The proportion of
non-synonyrnous variations were similar in E2 (n=7) and F4 (n=6) over that area.
Selective pressure thus seems to affect equally E2 and F4 for HPV-33. HPV-16
polymorphism resulted in fewer changes in amino acid in E4 than in the hinge region of
E2 (15,47), although these results were not confirmcd by others (6).
We did not find in our specimens a mixture of HPV-33 variants. Mixture of
variants have been described for types more frequently detected than type 33, in HIV
infected women or in invasive cancer specimens (21,31). As we have previously shown
for HPV-16 and other types, ail women with consecutive HPV-33-positive specirnens
were infected by the same variant, indicating true persistence (1,19,3 1,41). Again, in the
population of HIV-seropositive women, some women show a change of variant over time
(31,40).
There was no association between HPV-33 F2 variations and HSIL. Although
some variations in HPV-16 F2 have increased immortalization capacity in vitro, HPV-16
F2 variants were not associated with HSIL (38,45). Previous work on the frmnctional
implications of HPV-16 E2 variations had also measured similar transactivation
properties between E2 variants (47) that were flot associated with histological type of
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cancer (39). HPV-16 or 1$ E2 polymorphisrn was associated with HLADR/DQ alleles
that increase the risk of cervical cancer (45). One study suggested that the T3 10K
variation in HPV-16 F2 DNA-binding domain was associated with high-grade
histological lesions (21).
A variation at nt 7732 in the LCR resulting in the loss of a putative binding site
for USF was associated with HSIL. The association remained even afler adjusting for
etlmicity, an important potential confounder, or for study membership {4397}. USF, a
transcription factor in humans also important for expression of the adenovirus major late
promoter, serves as a negative regulator of cellular proliferation (30). The exact effect of
USF on HPV promoter lias neyer been investigated. Loosing a binding site for a potential
transactivator should flot theoretically predispose to have higher-grade lesions. Several
putative binding sites for various cellular factors were also located near the putative USF
binding site. Loss of a binding site for USf could allow for sorne of these factors, that
could be stronger transactivator of the HPV promoter, could result in less competition
between factors to bind the LCR. This variation could also be associated with HSIL
because it segregated with another variation elsewhere on the viral genome that could
resuit in changes in the functional or antigenic domains of HPV-33 (20). If this is the
case, the non-synonymous variation will be in genes other than E2. E6 or F7. Some have
reported that the HPV-33 prototype F6 was more frequently detected in 5 wornen witli
cervical intraepithelial neoplasia (CIN)-3 than 7 women with C1N-1,2 (53). Our resuits
with more women do flot confirm this conclusion in our population. The rationale of
merging Cll’J-1 and CTN-2 cases was notjustified in the latter publication.
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$everal studies have demonstrated that sorne LCR variations were associated with
a greater risk of HPV persistence or HPV-induced lesions (20,25,47,52). The
transcription of HPV oncogenes is under the control of promoter and enhancer elements
in of the LCR that also contains several putative binding sites for cellular transcription
factors that can modulate its function positively or negatively (13). HPV-16 Asian
American variants have been shown to have a greater transcriptional activity than
European variants du to increased activity of the p97 promoter in the LCR (27,47,50,51).
The same has been reported for HPV-12 (29). LCR variations resulting in the loss of
YY1 binding sites had enhanced transcriptional activity (14). Most of the increased
activity of the LCR maps to its 3’ haif, the region that we have analyzed for HPV-33
(47). We also reported that a variation in the LCR of HPV-52 increased the risk of
persistence in HIV-seropositive women (1). Our resuits on several types other than HPV
16 are consistent with a role of LCR polymorphism in the outcome of HPV infection
{5004,4$23}.
HPV-33 LCR polymorphism in the same cohort of wornen was associated with
persistence while that of type 31 was flot (18,19). The loss of the 78-bp duplication in the
LCR has been associated with persistence of HPV infection, a surrogate marker for HSIL
(19). The perfect 78-bp tandem repeats afier the putative origin of replication in the LCR
is a unique feature to HPV-33 (11). Our work confirmed the presence of the duplication
in several isolates but its loss was not associated with HSIL. The 7$-bp repeats could act
as enhancers of viral transcription (3,11,23,42) or could be repressors as tandem repeats
in SV4O (32) by competition between c-rnyb and transactivators. In our isolates, the 78-
bp deletion resulted in loss of a putative binding site for c-myb. The loss of duplication
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could predispose to persistence of infection in immunosuppressed women but does flot
seem to be involved in the progression to higher-grade lesions. Considering an alpha set
at 0.05 and the detection rates obtained here for this variation, we could detect as
sigmficant this difference by including 110 normal women and 110 HPV-33-positive
wornen with HSIL, with a power at 20%. This could flot be achieved by combining our
studies. However, seven wornen from our cohort studies were classified as having a
normal cervix on the basis of repeated normal cytology smears, but had persistent HPV
33 infection on consecutive visits. The inclusion of women infected persistently with
HPV-33 who have not yet developed lesions but could in the future because of persistent
infection, could have hampered our ability to detect as significant the association between
loss of duplication and HSIL. We could flot exclude these women from analysis, since no
prospective follow-up was done for women recruited in case-control studies. The lack of
control for persistence of HPV infection and its potential role in misclassification of
participants in case-control studies is a weakness of case-control studies to investigate the
association between viral polymorphism and disease. Misclassification could explain in
part discrepancies in the literature on the role of viral polymorphism. The number of
HPV-33 infected women in our cohorts was too small to investigate the impact ofthe loss
of duplication on viral persistence. Another caveat of our work is the fact that our
definition of outcomes was based on cytology, especially for normal women. Most
lesions were confirmed by histology. Classification of a woman as being normal was
based on several consecutive normal Pap smears, reducing greatly the likelihood of the
presence of an underlying lesion.
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The foie of HPV polymorphism could be variable between populations and
between outcomes (persistence versus high-grade lesions). This study confirms the need
to evaluate the role of polymorphism as well as viral integration in types other than 16 to
better understand the natural history and predisposing factor to high-grade cervical
lesions. The association between persistence and lesions found for several HPV types
suggest that some variations in the HPV genome increase the oncogenicity of HPV
isolates. This study also highlights a limitation of case-control studies in the investigation
ofthe role of viral poiymorphism in HSIL or cancer. Polymorphism associated with virai
persistence and HSIL may not be properiy investigated with this study design because of
misclassification of controls. Large-scale prospective studies could help solve the
potential misclassification of controis especially for frequent types such as HPV-16.
However, these power of these studies wiii be weaker for rarer types. Common pattems
of polymorphism across types wiii probably flot be found. Further investigations of the
integration of types other than 16 and polymorphism of E2 should shed some light on
steps for progression from low grade to high-grade lesions.
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Table 1. Cervical lesion status in $9 HPV-33-positive women from four
epidemiologic studies.
Study source (type) Cervical lesion status (no. ofwomen) Total
Normal LSIL HSIL unknown
BCCR (case-control) 27 3 101 3 43
Ludwig-McGill (cohort) 1$ 2 1 0 21
McGill-Concordia (cohort) 14 0 1 0 15
HPV-HSV(cross-sectional) 5 2 3 0 10
Total 64 7 15 3 89
BCCR: Biomarkers of Cervical Cancer risk study; HPV-HSV: HPV-Herpes simplex co
infection cross-sectional study;
1: two women had invasive squamous ceil cervical cancer.
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Grade ofSIL
HPV-33 variant normal HSIL crude OR (95% CI)
LCR-E6-E7 variations
Prototype SK 23 4 reference
SK7 0 2 26.0 (1.1-640)
non-prototype SK 39 10 1.5 (0.4-5.2)
non-prototype LCR 39 10 1.5 (0.4-5.2)
non-prototype E6 20 5 1.1 (0.3-3.7)
non-prototype E7 17 5 1.4 (0.4-4.6)
E2 variations
Variant E2-1 31 6 reference
Variant other than E2-1 2$ 7 0.8 (0.2-2.6)
Table 2. Association of human papillomavirus type 33 polymorphism with high
grade cervical Iesïons and cancer. Odds ratio (OR) estimates and 95% confidence
intervals (CI) were obtained from logistic regression (crude). Since the prototype E2 was
flot found in our cohort, the most frequent variant in E2 is shown here.
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Figure 1. HPV-33 polymorphism in the LCR, 16 and E7.
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1 d)
Freguency
SK variants LCR variants E6 variants E7 variants Tota’ Brazil Canada
prototype Prototype Prototype Prototype 33 29 4
SKi 33-LCR-1 1 Prototype Prototype 1 1 0
SK2 33-LCR-6 Prototype Prototype 1 1 0
SK3 33-LCR-2 Prototype Prototype 8 6 2
SK4 33-LCR-6 33-E6-7 33-E7-6 11 9 2
SK5 33-LCR-2 33-E6-9 33-E7-8 1 1 0
SK6 33-LCR-14 33-E6-7 33-E7-9 1 1 0
SK7 33-LCR-12 Prototype Prototype 2 2 0
SK8 33-LCR-7 33-E6-3 33-E7-2 1 1 0
SK9 33-LCR-1 Prototype Prototype 8 1 7
SK1O 33-LCR-14 33-E6-7 33-E7-6 2 2 0
SK11 33-LCR-16 Prototype EE-E7-6 1 0 1
SK12 33LCR-13 Prototype Prototype 1 0 1
SK13 33LCR-13 33-E6-6 Prototype 1 1 0
SK14 33-LCR-7 33-E6-2 33-E7-5 1 1 0
SK15 33-LCR-7 33-E6-5 33-E7-4 2 2 0
SK16 33-LCR-4 33-E6-2 33-E7-2 1 1 0
SK17 33-LCR-7 33-E6-3 33-E7-5 1 0 1
SK18 33-LCR-3 33-E6-3 33-E7-4 1 1 0
SK19 33-LCR-6 33-E6-8 33-E7-6 1 1 0
SK2O 33-LCR-15 Prototype Prototype 1 1 0
SK21 33-LCR-17 Prototype Prototype 2 2 0
SK22 33-LCR-6 33-E6-7 33-E7-7 1 1 0
SK23 33-LCR-1 33-E6-3 Prototype 1 0 1
SK24 33-LCR-2 33-E6-3 Prototype 1 0 1
Figure 1. HPV-33 polymorphism in the LCR, 16 and 17. Nucleotide positions where
variations were detected are written across the top vertically in the LCR (fig. a), E6 (fig.
b) and E7 (fig. c). Positions for which no variation was encountered compared to the
prototype are marked with a ‘-‘, whereas a letter showing the mutated base indicates a
variation site for that variant. Designation of variants was arbitrary. Frequency is for the
number of isolates identified for each variant. The loss or gain in putative transcription
factor binding site is provided under the last variant. D is for deletion. The change in
amino acid is provided: Aa is for amino acid.
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*
0.001
SKi 9
Figure 2. Intratype diversity of HPV-33. A phylogenetic tree of 25 variants defined by
analysis of a combination of LCR, E6 and E7 sequences was constructed using the
neighbor-joining algorithm. The bar represents 0.00 1 substitution per 100 bases.
* This substitution rate is explained by the fact that the variation ratio within DNA
viruses is weaker compared with RNA viruses. We did flot include an outgroup since the
variability between the different variants is too feeble, which would have resulted in a
compressed tree that would have been difficuit to interpret.
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Jusqu’à ce jour, très peu d’études ont investigué le polymorphisme du VPH de type 33.
Parmi ces études, deux avaient pour objectif d’examiner les cadres de lecture E6 et LI
(Stewart et al.. 1996; Xin et aÏ.. 1997), et une autre visait à démontrer le rôle que pouvait jouer
ce type de VPH dans le cancer de la prostate (Korody et aÏ., 2005). Une troisième étude
réalisée plus récemment en 2005, a démontré une association entre les cancers verruqueux du
cuir chevelu avec le type 33 (Murao et aÏ., 2005). Une équipe de recherche a même pu
associer le VPH-33 au cancer du sein, mais ni le type 16 ni le type 18 n’ont été mis en relation
avec ce type de cancer (Yu et al., 2000).
En ce qui a trait à l’analyse du polymorphisme du VPH-33, une seule étude exhaustive a
été menée sur ce type, effectuée, d’ailleurs, dans notre laboratoire de recherche. Cette dernière
a permis la caractérisation de nouvelles variantes à partir des gènes du LCR, de E6 et E7 et
d’établir une association entre le polymorphisme de ces gènes, la perte de la duplication, qui
correspond à la présence de la délétion de 7$ pb au niveau du LCR, et la persistance de
l’infection (Gagnon et aÏ., 2004).
Comme plusieurs études ont associé le polymorphisme de plusieurs types, notamment le
VPH-16. avec la persistance et la progression des néoplasies cervicales, il est devenu plausible
de considérer que des variations génétiques pourraient déterminer l’évolution de ces lésions.
D’un point de vue clinique, l’intérêt d’identifier de nouvelles variantes possédant un
potentiel oncogénique plus ou moins accru chez des femmes sexuellement actives pourrait
permettre de cibler les populations à risque et de leur administrer un traitement avant que les
lésions du col ne progressent vers un cancer invasif En effet, le potentiel oncogénique du
VPH-33 peut être modifié par des mutations retrouvées au niveau des régions génomiques de
E6 ou E7, plus particulièrement si ces variations entraînent un changement dans la séquence
d’acides aminés. Cela pourrait résulter en un changement de la conformation de l’une ou
l’autre des protéines et plus spécifiquement au niveau des sites de liaison des suppresseurs de
tumeurs, p53 et pRb, dont ils inactivent normalement la fonction. De plus, des variations non
synonymes au niveau de la séquence du gène E2 pourraient modifier l’effet répresseur de E2
sur la transcription des gènes E6 et E7, ce qui entraînerait la surexpression des deux
oncoprotéines ou encore diminuerait l’efficacité de réplication du virus.
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Rappelons que l’originalité de la présente étude réside dans le fait qu’il s’agit là de la
première à analyser des spécimens provenant de quatre études internationales regroupant près
de 5400 patientes dont toutes les patientes infectées par le VPH-33 et VIH-séronégatives, ont
été analysées dans le cadre de ce projet. Un autre apport important de cette étude est l’analyse
du polymorphisme du gène E2, jamais investiguée de manière aussi approfondie auparavant.
L’accès à un tel nombre de spécimens permettait de mieux caractériser ce type de VPH plus
rare, difficilement accessible à des chercheurs isolés, ce qui réduit le nombre de recherches
effectuées sur ce type. Il est également à noter qu’il s’agit là de la première étude portant sur
l’analyse du polymorphisme du VPH-33, de manière aussi exhaustive, chez des femmes VIH
séronégatives.
La région régulatrice du LCR constitue également une bonne cible à analyser, dans
laquelle des mutations pourraient mener à la perte ou au gain d’un ou plusieurs sites de liaison
à des facteurs de transcription cellulaires qui pourraient transactiver les promoteurs des
oncogènes viraux et ainsi augmenter le potentiel immortalisant et transformant du virus.
Compte tenu du fait que le LCR contient les promoteurs des gènes viraux, il est intéressant
d’examiner son polymorphisme. Des études ont montré que les variations intratypiques au
niveau de cette région non codante pouvaient atteindre 5% pour les types 16 et 1$ (Chan et al.,
1 992b). De plus, comme mentionné précédemment, l’analyse du LCR du VPH-52 a permis
d’associer le polymorphisme de cette région avec la persistance de l’infection (Aho et aï.,
2004). Il en est de même pour les onco-protéines F6 et F7, étant donné que des études
réalisées pour le type 16 ont clairement démontré leur association avec la progression des
lésions intraépithéliales vers un cancer invasif, ce qui laisse supposer que l’on pourrait fort
bien observer cette même association chez le type 33.
1. Variabilité du LCR:
Contrairement aux cadres de lecture des gènes E6, E7 et E2 que nous avons a analysés
sur toute la longueur, seule une partie de la région du LCR a été examinée. Cette région est
celle examinée dans la première étude portant sur ce thème (Gagnon et al., 2004), et regroupe
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le domaine enhancer retrouvé à l’extremité 3’ du LCR. Plusieurs études ont démontré que
quelques variations retrouvées au niveau du LCR étaient associées à un risque accru de
persistance ou de lésions induites par les VPHs (Lizano et aï., 1997; Xi et aÏ., 1997; Veress et
al., 1999; Kammer et al., 2000; Giannoudis et al., 2001; Hildesheim et aï., 2001; Watts et al.,
2001, 2002). L’intérêt de porter notre attention sur cette région en particulier réside dans le
fait qu’elle contient, d’une part, plusieurs sites de liaison à des facteurs de transcription
cellulaires, et d’autre part, la duplication de 78 pb présente chez le pototype VPH-33 mais
absente chez certaines variantes décrites dans l’étude préliminaire (Gagnon et al., 2004).
Rappelons que ce type est le seul à posséder cette duplication parfaite (Cole et Streek, 1926).
Étant donné qu’une duplication similaire de 72 pb, 73 pb et 68 pb avait été décrite chez le
virus SV4O (Gruss et aÏ., 1981), le virus murin du sarcome de Moloney et chez le virus 3K,
respectivement (Dhar et al., 1980), il a été suggéré que cette duplication pouvait jouer un rôle
d’activateur en cis de la transcription virale (Gagnon et al., 2004).
J.]. Polymorphisme du LCR et effets sur la liaison aux FT cellulaires:
L’analyse de la séquence de chacun de nos isolats nous a permis de confirmer
l’existence de mutations déjà caractérisées et de retrouver la plupart des variantes décrites
préalablement (Gagnon et al., 2004), mais également d’identifier de nouveaux sites de
variations permettant la description de nouvelles variantes du LCR (33-LCR-
11/12/13/14/15/16/17). Parmi ces variations, certaines étaient associées au gain de trois
nouveaux sites potentiels de liaison à des facteurs de transcription cellulaires, dont un au
facteur, SRY, deux à C/EBP, et un autre à la perte d’un site de liaison au facteur de
transcription USF qui sera discuté plus en détail dans les prochaines pages.
En outre, on a retrouvé la perte de la duplication chez 4 variantes isolées de 23 patientes,
dont 3 étaient déjà décrites dans la première étude portant sur le VPH-33 (Gagnon et al.,
2004) et dont une, nouvellement identifiée dans ce projet (33-LCR- 4/6/7/14). Quatre
variantes (33-LCR-5/8/9/1 0) décrites dans la même étude possédaient également la délétion,
mais étaient absentes de nos cohortes.
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La délétion, correspondant à l’absence de la duplication de 7$ pb, a été associée avec la
persistance du VPH-33 et comme celle-ci coïncidait avec la perte d’un site de liaison au
facteur c-rnyb, on a suggéré que, contrairement à ce que l’on s’attendait à voir, la duplication
devait probablement avoir un rôle suppresseur in vivo plutôt qu’un rôle d’activateur. La
suppression de la transcription virale par c-rnyb a déjà été décrite chez le SV4O (Vousden et
Jat, 1989) et le virus de l’Hépatite B (David-Cordonnier et aÏ., 1999), ce qui suggère que la
perte de la duplication pourrait prédisposer les femmes immunosupprirnées à une infection
persistante mais ne semble pas exercer d’impact sur la progression d’une LSIL vers des
HSILs.
En termes de variabilité, la région du LCR se traduisait par une variation intratypique de
18.7% par rapport à 20% dans la première étude. Cela s’explique par la présence de deux
variations décrites chez deux variantes lors de l’étude réalisée en 2004 et que l’on ne retrouve
pas dans la présente étude, à savoir une insertion à la position 7528 de huit nucléotides et une
délétion d’un nucléotide. D’autre part, quatre nouveaux sites de variation ont été identifiés
dans le cadre de la présente étude, mais cela n’augmentait pas la variabilité du LCR par
rapport à ce qui a été publié auparavant. Lorsque l’on se penche sur la distribution générale
des mutations, on remarque que la plupart d’entre elles sont partagées entre plusieurs variantes
et seules quelques unes des variantes possèdent des mutations uniques comme c’est le cas
pour les variantes 33-LCR-1 et 33-LCR-15. Pour ces dernières, nous avons jugé pertinent de
reprendre le séquençage au moins deux fois pour confrner leur patron de mutations et il en
est de même pour les variantes nouvellement identifiées dans cette étude. De cette manière, on
pouvait éviter les erreurs qui auraient pu être commises par la polymérase 1go reconnue pour
son activité de proofreading mais dont le taux d’erreurs durant la réplication peut atteindre 4.9
x i0 (Mayrand et al., 2000). Le fait que plusieurs variantes partagent des mutations
spécifiques, suggère que celles-ci ne surviennent pas de manière aléatoires et qu’elle suivent
un patron de variation génomique précis comme nous avons pu le constater pour les VPH- 16,
-1$ et -52 entre autres (Yamada et al., 1997; Ong et al., 1993). Sept nouvelles variantes ont
été identifiées dans le cadre de la présente étude (33-LCR-1 1 à 33-LCR-17) et absentes de
celle effectuée en 2004, ce qui peut s’expliquer par le nombre de patientes testées dans la
présente investigation, nettement plus important que celui analysé précédemment. D’autre
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part, quatre variantes préalablement décrites dans la première étude étaient absentes de nos
cohortes, ce qui est fort probablement du à la rareté de trois de ces variantes au sein de la
cohorte analysée précédemment. Nous pourrions également attribuer ce phénomène au fait
que les patientes étaient infectées par le VIH. En effet, on sait à présent que les femmes VIH
séropositives sont plus fréquemment infectées par les VPHs que les patientes VIH
séronégatives (Kreiss et al., 1992; Marte et al., 1992). L’immunodéficience locale causée par
le VIH favorise la persistance des cellules infectées par le VPH et donc le développement des
lésions (Ferenczy et Franco, 2002). Le VIR, en infectant un hôte immunocompétent, cause
une déplétion des macrophages et des lymphocytes T CD4 (+), ce qui nuit à l’efficacité de la
réponse à médiation cellulaire (lymphocytes T CD$(+)) nécessaire au contrôle des infections
aux VPHs entre autres. En somme, on peut suggérer que ces variantes, absentes de nos isolats,
sont moins aptes à s’évader du système immunitaire si l’on considère que
l’immunosuppression des patientes VIH-séropositives favorise l’infection par ces variantes.
Lorsqu’on examine les mutations individuelles décrites dans cette étude par rapport à la
précédente (Gagnon et aÏ., 2004), on remarque que cinq nouveaux sites de variation ont été
identifiés aux positions 7424, 7436, 7536, 7545 et 7768 dans la région du LCR. Du point de
vue de la variabilité génomique, le LCR était la région la plus variable, suivie de E2, E6 et E7,
ce dernier constituant le cadre de lecture le moins polymorphique.
1.2. Association du FT USF avec les H$ILs:
Parmi les variantes décrites dans notre étude, 33 -LCR- 12 se caractérisait par un site de
variation se trouvant à la position 7732 résultant en la perte d’un site de liaison potentiel au
facteur de transcription cellulaire USF et était associé à la présence de HSILs, et ce, même
après ajustement pour l’ethnicité qui constitue un important facteur de confusion. USF semble
impliqué dans la transactivation du promoteur tardif des adénovirus mais joue un rôle
antiprolifératif chez l’humain, en inhibant l’action transformante de c-rnyc et E1A (Luo et
Sawadogo, 1996). Il serait surprenant que la perte de liaison à un tel facteur soit associée à des
lésions de haut grade. Nous pourrions expliquer ce curieux phénomène par la proximité de ce
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facteur à des sites de liaisons potentiels à d’autres facteurs de transcription cellulaires. Ainsi,
la perte du site de liaison à USF poulTait permettre à d’autres transactivateurs de se lier plus
facilement au LCR du fait de la compétition moindre. Une façon avec laquelle nous pourrions
vérifier cette hypothèse serait de cloner le LCR dans un plasmide sous le contrôle d’un
promoteur et un gène rapporteur et évaluer son activité en présence des facteurs de
transcription. On pourrait également procéder à des études in vitro de liaison des facteurs
cellulaires avec les séquences d’ADN. La mutation à la position 7732 retrouvée chez la
variante 33-LCR-12 pourrait également cosegréger avec un autre site de variation retrouvé au
niveau d’un tout autre gène non séquencé dans notre étude et qui pourrait résulter en un
changement au niveau d’un domaine fonctionnel ou antigénique du VPH-33
2. Polymorphisme du gène E6:
En ce qui a trait au cadre de lecture du gène E6, il se caractérise par une variation
intratypique de 2,7% par rapport à seulement 2,1% dans l’étude menée chez les patientes
majoritairement VIH-séropositives (Gagnon et al., 2004). Cela est du au fait que nous avons
identifié 5 nouvelles mutations absentes de la première étude (Gagnon et al., 2004) dont trois
mutations aux positions 213, 364 et 480, avaient déjà été décrites dans une autre étude qui
visait à analyser le polymorphisme de E6 chez des femmes japonaises VPH-33 positives (Xin
et aÏ., 2001). Ces nouvelles mutations ont permis la caractérisation de quatre nouvelles
variantes (33-E6-6/7/8/9), dont deux décrites dans l’étude chez les femmes japonaises, soit les
variantes 33-E6-6 et 33-E6-7 correspondant respectivement aux variantes K35N et
K35N/N$6H. 4 mutations décrites chez les patientes japonaises étaient absentes dans nos
études (Gagnon et aÏ., 2004), ce qui suggère qu’elles peuvent être typiques des variantes
retrouvées chez les femmes japonaises. Le grand nombre de mutations identifiées chez les
femmes japonaises, malgré le petit nombre de spécimens analysés, pourrait s’expliquer par le
fait que les variantes correspondantes auraient possiblement évolué à partir de variantes
européennes, et suivi le mouvement des populations humaines (Xin et al., 2001).
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Des études ont démontré que le fait de bloquer le domaine N-terminal de E6 entre les
résidus Q3 et R8 avec des anticorps spécifiques au motif de doigt de zinc inhibait la
dégradation de p53 (Giovane et al., 1999). Les mutations significatives se trouvaient
justement au niveau de ce domaine, ce qui pourrait avoir pour effet une modification de la
conformation tridimensionnelle de la protéine E6, et qui par conséquent pourrait augmenter ou
altérer son affinité pour le suppresseur de tumeur p53, contribuant ainsi à augmenter ou
réduire le potentiel oncogénique des variantes en question. Mais tout cela demeure
hypothétique. Le second domaine de liaison au zinc de la protéine E6 du VPH- 16 semble
également être impliqué dans la liaison au p53, étant donné que des anticorps dirigés contre
cette région inhibent leur interaction. Toutefois, aucune des mutations que nous avons décrites
n’étaient présentes à ce niveau-ci du gène (Lagrange et al., 2005). Tout comme on l’a
retrouvée chez les VPH-16 et -52, nous avons également identifié la mutation à la position
355 , qui entraînait le remplacement d’une valine par une leucine (L$3V) au résidu $3 de la
protéine E6 (variante 350G). Cette mutation a d’ailleurs été associée avec la persistance du
VPH-16 et le développement des HSILs, ce qui n’était pas le cas pour le VPH-52 (Zehbe et
al., 1998).
D’un point de vue statistique, nous n’avons pas trouvé d’association entre cette variation de
VPH-33 et les HSILs ou la persistance. L’étude initiale (Gagnon et al., 2004) avait tenté
d’établir une association entre cette variation et la persistance mais aucune relation
significative n’a été observée.
Deux variantes préalablement décrites étaient absentes de nos cohortes, à savoir la 33-
E6-1 et 33-E6-4, ce qui peut s’expliquer par le fait que ces deux variantes étaient déjà très
rares dans la première étude (Gagnon et al., 2004), chacune étant retrouvées chez seulement
une seule patiente. Là encore, la plupart des mutations étaient partagées par les différentes
variantes mais certaines, bien que rares, étaient uniques à une variante précise.
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3. Polymorphisme du gène E7:
En cc qui a trait au gène E7, on y retrouve 2,2% de variabilité génomique par rapport à
1,9% révélée dans l’étude effectuée en 2004. Il est à noter que la protéine qu’il encode
contient trois domaines conservés CR1, CR3, et CR2. Deux mutations (nt 606 et 60$) ont été
retrouvées dans le domaine CR1, impliqué dans la transformation et l’immortalisation
indépendamment du pRb. Une étude a démontré ce phénomène, en remplaçant le domaine
CR1 du VPH-6b par celui du VPH-16, le rendait capable de transformer les cellules BRK
(Heck et al., 1992). Le reste des mutations était retrouvé dans le domaine CR3, un domaine de
liaison aux métaux qui semble également contribuer au pouvoir immortalisant de E7 surtout
au niveau du motif CXXC entre les acides aminés 91 et 94 du VPH-16 (Jewers et al., 1992).
Aucune mutation n’était présente dans le domaine CR2 qui contient un domaine LXCXE
responsable de la liaison à la poche peptidique de p105 du pRb. Des études ont clairement
démontré que la moindre mutation dans ce domaine abolissait l’interaction avec pRb et
réprimait l’activité transformante de E7 (Dyson et al., 1989). Dans le cadre de la présente
investigation, cela pourrait expliquer pourquoi le polymorphisme de E7 n’était pas associé aux
HSILs, le domaine CR2 étant en grande partie responsable du potentiel transformant de E7.
Nous avons pu identifier 4 nouvelles variantes associées à 2 sites de mutations nouvellement
identifiés. Curieusement, l’une de ces nouvelles variantes, 33-E7-6, était la plus fréquente
après le prototype bien qu’absente chez les patientes VTH-séropositives testées préalablement.
On aurait pu expliquer cela par le fait qu’il pouvait s’agir d’une variante typiquement
brésilienne, or elle a également été retrouvée chez des patientes canadiennes. Néanmoins, on a
constaté que cette variante coségrégeait dans 72,2% des cas avec les variantes 33-LCR-6 et
33-E6-7. Cela peut donc être attribué, encore une fois, au nombre plus important de patientes
testées dans le cadre de ce projet. Une seule mutation n’était retrouvée qu’une fois chez une
seule variante et on a confirmé sa présence en reprenant le séquençage de l’isolat en question.
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4. Polymorphsime du gène E2:
Une étude a décrit deux des mutations retrouvées dans la présente étude au niveau du
cadre de lecture de F2 dont l’une des deux était silencieuse (Peitsaro et al., 2002b). Nous
avons été capables d’amplifier le segment E2 de la plupart des spécimens dérivés des HSILs
incluant deux cancers invasifs chez les patientes testées. Cela élimine l’hypothèse selon
laquelle le VPH-33 peut s’intégrer au cours de la progression de lésions bénignes vers des
HSILs, et suggère que le virus pourrait se maintenir en partie sous forme épisomale ou qu’il
s’intègrerait avec ouverture de l’épisome à un site autre que F2. On peut également supposer
que de multiples copies auraient pu s’intégrer en tandem. Huit spécimens n’étaient pas
amplifiables dans des proportions similaires pour les différents types de lésions. Cela pourrait
probablement être du à l’interruption du gène E2 suite à son intégration dans l’ADN cellulaire
(Peitsaro et aï., 2002a), ou encore à des mutations localisées dans des sites empêchant
l’hybridation avec les amorces lors de l’amplification ou du séquençage.
Des études ont décrit des délétions de 30 ph au niveau de la protéine F2 du VPH-16
retrouvées chez les variantes isolées à partir de HSILs, mais ce phénomène n’a pas été observé
dans notre étude (Sathish et aï., 2004). L’analyse du segment F2 nous a révélé qu’il s’agit là
d’une région polymorphique et c’est d’ailleurs le cadre de lecture le plus variable (2.3%) par
rapport à ceux de F6 et E7 (p < 0.00 1). Les mutations identifiées sont distribuées dans les trois
domaines. Pour comparer la variabilité génomique des 4 régions analysées, nous avons
procédé à une analyse non paramétrique par la méthode du Sign Test compte tenu de la
distribution non normale des variations après avoir ajusté pour la longueur des régions en
question. Cela nous a révélé que le LCR était significativement plus variable que F6 et F2 (p<
0.00 1) et plus variable, mais à moindre mesure, par rapport à F2 (p = 0.002).
Fn analysant le polymorphisme de F2, nous avons décrit 15 variantes et avons pu
observer plusieurs phénomènes curieux comme par exemple, l’absence d’isolats prototypiques
dans toutes nos cohortes. Par contre la variante la plus fréquente était un «prototype-like», 33-
E2-1, qui ne différait du prototype que par la présence d’une seule mutation synonyme, à la
position 3759 et partagée par les 15 variantes décrites pour le gène de F2. Nous avons pensé à
une erreur introduite lors du séquençage du prototype dans la publication originale (Cole et
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Streek, 1986), mais en séquencant le gène E2 du clone prototypique du VPH-33 fourni par le
Dr Orth et en l’alignant avec la séquence du prototype originellement publiée, nous avons
retrouvé une homologie parfaite entre les deux. Sachant que le prototype se définit comme
étant la toute première variante ayant été clonée pour chacun des types de VPH, on peut
supposer que le premier clone du VPH-33 n’était probablement pas le plus fréquent et qu’il
s’agissait en fait d’une variante «prototype-like». D’ailleurs, dans une étude qui investiguait la
progression de la lignée cellulaire UT-Dec 1 durant les passages cellulaires en analysant le
statut physique du VPH-33 et les variations au niveau de F2, on retrouvait également une
mutation silencieuse au nucléotide se trouvant à la position 3759 (Peitsaro et al., 2002b).
Un autre phénomène que nous avons observé en analysant les variations au niveau de ce
gène, est que 87,5% des mutations n’étaient pas synonymes, par rapport aux autres cadres de
lecture où la plupart des mutations étaient silencieuses. Cependant, après avoir ajusté pour la
longueur, nous avons constaté qu’il n’y avait aucune différence entre la proportion des
mutations non synonymes chez F2 et les autres cadres de lectures. La distribution de ces
variations était similaire à celle du VPH-16 (Casas et al., 1999; Veress et aï., 1999; Watts et
aÏ., 2002; Swan et al., 2005) et de la même façon que pour le type 16, nous avons retrouvé un
regroupement de variations que l’on appelle cÏuster, de manière plus marquée à l’extremité 3’
du domaine de transactivation de F2, qui contenait le plus grand nombre de mutations. Le site
de liaison de la protéine F2 du VPH-16 à la protéine Fi a été rapporté comme se trouvant
proche de l’extremité N-terminale du domaine de transactivation entre les résidus 1$ et 41
(Piccini et aÏ., 1995; Casas et al., 1999) mais, dans le cas du VPH-33, aucune variation n’a été
identifiée dans cette région, suggérant que la capacité de liaison de F2 à El n’aurait pas été
altérée et que l’efficacité de réplication entre les différentes variantes est demeurée similaire,
comme rapporté pour le type 16 (Sathish et al., 2004).
5 variations non synonymes étaient localisées dans l’extrémité C-terminale de E2, qui
constitue le domaine de liaison à l’ADN viral et contient le signal de localisation nucléaire et
les domaines de dimérisation (Casas et al., 1999). Ces variations pourraient modifier la
conformation tridimensionnelle de F2 diminuant ainsi son affinité en tant que répresseur sur
son site de liaison au niveau de la région du LCR. Toutefois, Cela reste à confirmer avec des
études de cristallographie sur chacune des variantes pour évaluer l’impact de ces variations sur
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la liaison de E2 aux promoteurs des oncogènes viraux, ou sa capacité à dimériser ou à se
transioquer dans le noyau.
5. Polymorphisme du gène E4:
Compte tenu du fait que le gène E4 chevauche la région charnière de E2 par un
mécanisme de changement de cadre de lecture du ribosome, les deux protéines encodées
avaient des séquences en acides aminés différentes et présentaient ainsi des variations
spécifiques à chacune d’entre elles. En comparant celles-ci entre la région charnière E2 et le
gène E4, nous avons retrouvé une fréquence de variations non synonymes similaires (7 versus
6 respectivement) alors que l’on a rapporté que le gène E4 du VPH-16 était moins
polymorphique que le domaine hinge de E2 (Eriksson et al., 1999; Veress et al., 1999). D’un
point de vue statistique, aucune association n’a été mise en évidence entre le polymorphisme
de E2 du type 33 et les H$ILs bien que des études ont démontré que certaines variations au
niveau de E2 augmentaient le potentiel d’immortalisation du type 16, comme discuté
précédemment (Romanczuk et aÏ., 1992; Teny et Cuzick, 1997).
6. Les variantes SK:
Plusieurs études portant sur des types de VPH plus prévalents que le VPH-33, ont
postulé que les femmes VIII-séropositives ou avec un cancer du col invasif, étaient
susceptibles d’être infectées par plusieurs variantes à la fois. Cependant, dans notre projet,
toutes les patientes de nos cohortes, dont nous avons analysé des spécimens consécutifs,
étaient infectées par la même variante, indiquant une persistance de l’infection (Aho et aï.,
2004; Gagnon et al., 2004). L’absence d’erreur de la polymérase durant le séquençage de nos
spécimens s’explique par le fait que d’une part, son taux d’erreur est très faible et d’autre part
que la taille des fragments analysés au sein de cette étude était courte. Le même phénomène
avait été observé dans d’autres études (Mayrand et aï., 2000; Schlecht et al., 2001).
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Aucune association n’a été établie entre le polymorphisme des régions de E6, E7 et E2 et
la présence de HSILs et cela peut être attribué au fait que nous ne disposions pas d’un nombre
suffisant de patientes pour pouvoir trouver une association statistiquement significative, et ce,
même lorsqu’on examinait individuellement les mutations d’une part et les variantes d’autre
part. Pour remédier à cela, nous avons tout d’abord cherché à investiguer l’association entre
les variantes prototypiques et non prototypiques pour chacune des régions analysées et, là
encore, aucune association n’a pu être mise en évidence. Nous avons, par ailleurs, tenté
d’examiner s’il existait une relation entre les variantes que nous avons nommées SK et qui
étaient au nombre de 25 incluant le prototype, et la présence de HSILs. Ces variantes sont en
fait, le résultat de la combinaison des différentes variantes prototypiques et non prototypiques
de chacune des variantes du LCR, E6 et E7. En regroupant ces dernières, nous avons constaté
que toutes les variantes prototypiques de la région du LCR coségrégeaient avec les variantes
prototypiques des gènes E6 et E7 et constituaient des variantes SK prototypiques. Cela nous
permettait ainsi de classifier quelques variantes des gènes analysés à partir d’une variante d’un
autre gène. Nous n’avons pas trouvé d’association entre les SK et les SILs sauf pour la
variante SK7 qui était associée avec les HSILs. D’autre part, SK9 était plus fréquente au
Brésil qu’au Canada, et la variante SK7 associée à la variante LCR 12 semble n’être présente
que chez les femmes brésiliennes.
En observant la distribution phylogénétique de chacune des variantes SK, on remarque
que l’arbre phylogénétique généré à partir de la séquence combinée des régions du LCR, E6
et E7, possède une forme dichotomique similaire à celle observée pour les types autres que 16
et 1$ (Chan et al., 1992; Giannoudis et Herrington, 2001; Chan et al., 2002; Aho et al., 2003;
Calleja-Macias et al., 2004; Gagnon et aÏ., 2004; Celleja-Macias et al., 2005). Des études ont
rapporté qu’il y’avait une association entre les types 16, 1$ et 52 et l’etlmicité mais dans notre
cas, seule une variante, $K9 était plus fréquemment détectée chez les femmes brésiliennes
que chez les femmes canadiennes. Le prototype SK tendait à être plus prévalent chez les
patientes canadiennes que chez les femmes brésiliennes mais ce fait ne s’est pas avéré
statistiquement significatif pour nous permettre de confirmer cette théorie. Nonobstant, la
variante 33-E2-1 était statistiquement plus prévalente au Brésil qu’au Canada (pO,OO9).
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Afin d’en savoir plus sur la phylogénie du VPH-33 et de pouvoir établir une association
claire avec l’ethnicité, il serait intéressant d’entreprendre une étude regroupant des isolats
provenant de différentes régions à travers le monde comme des études l’ont fait pour les types
plus prévalents.
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CONCLUSION
Très peu d’études de polymorphisme ont été entreprises au niveau des gènes E6, E7 et
encore moins au niveau de E2 chez les types de VPH autres que les VPH-16 et -1$. La
présente étude est la seconde étude exhaustive portant sur l’analyse du polymorphisme du
VPH-33, le gène E2 étant, pour la première fois, analysé de manière aussi approfondie pour ce
type. Ajoutons à cela que l’analyse des variations génomiques de ce type de VPH a été
investiguée chez des femmes exclusivement VIH-séronégatives et que la présente recherche a
été menée auprès de patientes provenant de plusieurs études internationales regroupant près de
5400 sujets. Tout comme on l’a observé dans l’étude effectuée en 2004 (Gagnon et aÏ., 2004),
nous avons retrouvé la perte de la duplication de 7$ ph dans la région du LCR de quatre
variantes.
Dans cette étude, nous avons ainsi pu répondre à nos hypothèses de départ en
caractérisant de nouvelles variantes, considérant le nombre plus important de spécimens
testés, sans compter que nous avons pu retrouver la fameuse mutation à la position 355
présente chez la variante L$3V décrite préalablement chez le VPH-16 et -52 à la position 350
du gène E6. Aucune association n’a été établie entre les mutations ou les variantes
individuelles de chacune des régions analysées avec la présence des H$ILs sauf pour la
variante SK7 (formée par la variante 33-LCR-12 et prototypique pour E6 et E7).
Nous avons également pu générer un arbre phylogénétique à partir des nouvelles
variantes SK qui résultaient de la combinaison des variantes individuelles des régions du
LCR, E6 et E7. Cet arbre avait pour objectif de nous renseigner sur la diversité intratypique du
VPH-33 mais ne permettait pas d’établir une association avec l’etlmicité. Cela étant dit, les
statistiques ont démontré que la variante SK prototypique tendait à être plus prévalente au
Canada qu’au Brésil mais sans association statistiquement significative et que la variante SK9
semblait clairement plus présente au Brésil qu’au Canada.
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D’un point de vue de la variabilité génomique, la région du LCR était la plus variable
mais en termes de cadre de lecture, le gène E2 était nettement plus polymorphique que les
deux autres gènes analysés, E6 et E7.
Enfin, nous avons retrouvé la même variante moléculaire dans les spécimens consécutifs
des patientes infectées avec le VPH-33, indiquant une persistance de l’infection par ce type
comme démontrée dans l’étude réalisée en 2004 (Gagnon et al., 2004).
L’intérêt de cette étude aura été, dans un premier temps, de fournir de nouveaux
éléments relatifs au VPH-33 au niveau duquel très peu d’études ont été effectuées à ce jour,
comme l’étude du polymorphisme du gène Li de la capside, ou une autre étude décrivant de
manière plus approfondie la région du LCR, les gènes E6 et E7 au sein même de notre
laboratoire en 2004. Cette étude aura également permis de compléter la première investigation
en tentant, cette fois, de mettre en évidence des associations entre le polymorphisme de ce
type de VPH avec, non pas la persistance, mais la présence de HSILs. Nous avons également
confirmé qu’il est essentiel d’examiner le rôle du polymorphisme de types autre que le VPH
i6 afin de mieux comprendre l’histoire naturelle et les facteurs prédisposant aux HSILs et au
cancer du col de l’utérus.
Pour ce qui concerne la suite des évènements, l’étude de l’intégration du VPH-33. qui
peut également constituer un marqueur de prédiction de la progression des lésions du col, est
actuellement sous investigation dans notre laboratoire chez les mêmes patientes analysées
dans la présente étude, et les résultats devraient être publiés sous peu. Ils devraient ainsi
pouvoir nous indiquer s’il existe une association entre la charge virale totale ou intégrée du
VPH-33 et la présence des HSTLs.
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